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4.3.5 EMULSIONS D'OLI DE BORRATGE (OB) ESTABILITZADES AMB

FOSFOLÍPIDS (F).

Préviament a l'obtenció d'una formulado d'oli de borratge al 2 % p/p per a l'estudi de la

seva estabilitat accelerada, es determina l'estabüitat a la centrifugado d'emulsions amb diferents

reladons OB/F i processades o no en el Microfluidizer. Aixó permeté escolir una formulació amb

una estabilitat física óptima: aquella que superes els assajos de centrifugado.

4.3.5.1 OPTIMITZACIÓ DE LES EMULSIONS

Les méseles iniciáis de Pro-Lipo S i OB es prepararen d'acord amb l'apartat 3 2 2 5. El

medi aquós fou tampó fosfat 10 mM pH 7,4. La composició final de les emulsions assajades es

mostra a la Taula 63:
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Taula 63 Composició de les emulsions OB/F.

Cada preparado es dividí en tres parts, de manera que una d'elles correspongué a la

formulació obtinguda per agitació, i les altres dues es processaren en el Microfluidizer a una

OB/F=1 OB/F = 40

Fig. 140 Dislnbució de grandáries de les vesicales constituents d'emulsions d'OB en funció de la relació OB/F i del
processament de la mostra: (—) 2 cicles; (— ) 7 cicles.
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pressió de 4 bar, obtenint emuisions tractades 2 i 7 cicles. A la Fig. 140 es mostren els

diámetres de les vesícules obtingudes amb diferents relacions OB/F en fundó del seu

tractament.

Totes les preparacions obtingudes per agitado i amb una relació OB/F igual o major a

5 mostraren oli sobrenedant, de manera que foren descartades com a formulado óptima (Taula

64). En centrifugar la resta de formulacions a 2000 x g durant 30 min (Ap. 3.1.2.5), es mostraren

inestables les constitu'ídes per una relació OB/F °° (C2p4 i C7p4) i les de relació OB/F 0,4 i 1

obtingudes per agitado (Taula 64). La resta d'emulsions no presenta oli sobrenedant, pero sí

una separado de fases que depengué de la composició inicial de la següent manera:

- com mes gran fou la relació OB/F, mes microgotes amb OB s'acumularen a la

zona superior de les alíquotes centrifugados, arribant a formar una franja

estreta i densa en les relacions majors, i presentant una part inferior lliure

de microgotes OB.

- com mes gran fou la concentrado de fosfolípids, mes sediment de liposomes

aparegué a la part inferior deis tubs.

- com mes cicles fou processada la mostra, menys sediment de liposomes es

forma, augmentant alhora la quantitat d'OB acumulat a la part superior

Aquest comportament posa de manifest que en processar les mostres un major número

de cicles s'aconsegueix una mésela millor entre I'OB i els fosfolípids (augmenta la fase d'OB),

i que com major es relació OB/F, mes rápidament té lloc la separado de fases. Com a control

d'estabilitat física de les emulsions C7p4, es compara la grandária de les vesícules de les

alíquotes centrifugades i homogeneitzades per agitado amb vórtex, amb la de les emulsions

origináis. El diámetres, expressats en % vol, es mostren a la Fig. 141 S'aprecia que no hi ha

canvis significatius entre els dos tipus d'emulsions en el rang de diámetres estudiat.
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Taula 64 Estabihtat física de les emulsions: (, s ) Amb oli sobrenedant
sense centrifugació de la mostra; ( ) Amb oli sobrenedant després
de centrifugació a 2000 x g durant 30 min; ( ) Amb oli sobrenedant
després de centrifugar a 100.000 x g durant 2 h. (n: replicáis)
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Com assaig final d'estabilítat,

s'ultracentrifugaren les preparacions que fins el

moment s'havien mostrat estables en les ^

centrifugacions a baixes g. Únicament les ^

suspensions amb unes relacions OB/F de 0,4, 1 i 5 J,

(C2p4 i C7p4) no presentaren oli sobrenedant per .£

sobre de la crema de microgotes OB/F (Jaula 64). .§

Consegüentment, d'acord amb els resulats

anteriors, s'escolli la relació OB/F=1 com a

formulado óptima per a realítzar l'estudi d'estabilitat

accelerada a 40°C ja que: primer, té una estabilitat
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física máxima en tots els assajos realitzats; segon, F¡g. 141 oistribució de grandáries d'emulsions

en ser centrifugada a 2000 x g, mostra menys OB/F C7P4 no centrifugades (°). » centrifugades a
2000 x g durant 30 min i homogeneitzades

separado de fases que la de relació OB/F=5; i posteriorment mitjancant agitado (Q).

tercer, no presenta un excés de fosfolípids

innecessari com en el cas de la relació OB/F=0,4, de manera que les microgotes OB/F

s'estabilitzen amb una quantitat de fosfolípids mínima.

4.3.5.2 CARACTERITZACIÓ DE L'EMULSIÓ OB/F=1 p/p.

Es realitzaren dos assajos diferents per caracterizar les diverses fases constituents

d'aquest tipus d'emulsions processades al Microfluidizer C7p4: espectroscopia d'infraroig per

determinar la relació OB/F, i determinado del volum encapsulat mitjan9ant cromat.

L'análisi de grandáries de les fases que s'obtenen en ultracentrifugar les diferents

emulsions proporciona el gráfic de la Fig. 142. Donada ('estructura de les microgotes, es

possible calcular el diámetre de les mateixes a partir de la relació en pes entre els seus

components tenint en compte que el fosfolípid ocupa la superficie en forma de monocapa i el

triacilglicérid l'interior (Rotenberg M. et al., 1991). Aquesta relació una té per expressió:

Diámetre (nrrí) = 11,54 —

on
: correspon a la relació en pes entre el triacilglicérid (TG) i el fosfolípid (F) que constitueixen les

microgotes.

Per obtenir l'equació anterior peí sistema OB/F, ha estat necesari calcular el pes

molecular de l'oli de borratge. Aquesta dada s'ha obtingut a partir de l'análisi de les cadenes

d'ácid gras per cromatografía de gasos (Taula 65), i a partir de l'interval que proporciona l'índex

de saponificado del producte inclós en el butlletí d'análisi. En el primer casi, i d'acord amb
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l'assignació de pies descrita a la bibliografía (Gurr I. et al., 1991; Redden P.R. et al., 1995),

s'obté un pes molecular mitjá de 972 g/mol, mentre que el segon proporciona l'interval 841-935

g/mol. Donats aquests valors, al gráfic s'ha representat la recta corresponent a la mitjana entre

935 ¡ 972 g/mol (953,5 g/mol). En el rang estudiat la diferencia entre els dos valors no es

relevant.

Cadena

% molar

16:0

11,4

18:0

4,05

18:1

19,0

18:2

41,5

18:3

25,1

20:1

4,64

22:1

2,96

24:1

1,80

Jaula 65 Composició d'acids grasos de l'oli de borratge.

L'análisi de diámetres de les fases indica

l'existéncia de dues poblacions majoritáries: una

de diámetre mitjá de 72 nm constituida per

liposomes i que sedimenta parcialment, i una altra

de microgotes OB/F que es la que forma la crema

sobrenedant. El diámetre de les vesícules

constituents de les microgotes no es correspon

amb el que caldria esperar tenint en compte la

relació OB/F=1 de la mésela incial de la formulado

(Fig. 142). Per aquest motiu s'han obtingut

espectros d'FTIR de les cremes amb l'objectiu de

quantficar la relació OB/F en les microgotes (Ap.

4.1.6). Paral.lelament també es ralitzaren análisi

de la fracció liposómica de les mateixes mostres,

¡ de l'oli sobrenedant en altres formulacions que es

mostraren inestables (Jaula 64). Els resultáis en

fracció en pes d'OB calculáis a partir de la recta

patró es mostren a la Jaula 66, on s'ha indicat

també en altres relacions OB/F.
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Fíg. 142 (o) Diámetre de les microgotes OB/F
obtingudes mitjarupant ultracentriñigació; (o)
Diámetre de les vesícules sedimentades i de les
presents en la fracció aquosa en les mateixes
ultracentriíugacions; (—) Diámetres teórics de les
microgotes en funció de la seva relació OB/F.

Mostra

Crema sobenedant (n=3)

Fase aquosa i sediment (n=3)

OH sobrenedant (n=4)

mOB

0,927 ± 0,013

0,0277 ± 0,0240

1,02± 0,044

OB/F p/p

13,1 ±2,4

0,0289 ± 0,025
oo

OB/F mol/mol1

10,3 ±1,9

0,0227 ±0,01 97
oo

Jaula 66 Composició d'OB i F de les fracions obtingudes per ultracentrifugació de mostres OB/F=1
(crema i fase aquosa) i d'altres relacions OB/F inestables (oli). mOB: fracció en pes d'OB.
1:calculat prenent com a pes molecular de I'OB 953,5 g/mol.
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Com s'aprecia, la relació entre els components de la crema de microgotes (OB/F p/p=13)

es mes gran que la de la formulado (OB/F p/p=1), fet que permet explicar la diferencia entre el

diámetre observat i el teóric. En considerar la relació OB/F de la crema, s'obté un diámetre teóric

de 150 nm, valor proper a ('experimenta!, que es de 127 ± 43 nm.

L'análisi de la fracció amb liposomes indica que el contingut d'OB no es significativament

diferent de 0. El seu valor (OB/F 2,89 % p/p) es, pero, equivalent al trobat per Hamilton J.A.

(1989) per liposomes d'EPC amb trioleína o amb tripalmitina (triglicérid/fosfolípid 3 % p/p), i

proper a l'obtingut per Dahim M. et al., (1998) amb oli de Havor de soja i EPC (triglicérid/fosfolípid

3,8 % mol/mol).

Peí que fa a Poli sobrenedant obtingut a partir d'emulsions inestables, l'análisi d'FTIR

confirma que aquesta fase está constituida únicament per OB.

Per quantificar el percentatge de volum encapsulat corresponent a cada fracció de

Pemulsió, s'inclogué cromat 2 mM al medi aquós durant l'obenció de les emulsions OB/F=1. Una

vegada ultracentrifugades i separada la crema del medi aquós i sediment, es diluiren en medi

aquós amb cromat 2 mM fins el pes inicial centrifugad D'aquesta manera s'obtingueren mostres

amb microgotes i amb liposomes per separat. Mitjangant cromatografía d'exclussió molecular

es separa el crom encapsulat del no encapsulat, quantificant-se el percentatge de vesícules en

la fracció que les contingué mitjan9ant la DO a 550 nm. El crom present es determina per

absorció atómica. D'aquesta manera es calcularen els percentatges d'encapsulació de mostres

no centrifugades, i de les corresponents fraccions amb microgotes i amb liposomes. Els resultáis

es mostren a la Taula 67.

Mostra no centrifugada Fracció de microgotes OB/F Fracció de liposomes

% encapsulacló (v/v) 1.46 ±0.2 (n=2) 0,1610,11 (n=2) 1.36 + 0,25 (n=2)

Taula 67 Percentatges d'encapsulació d'emulsions OB/F i de les corresponents fraccions amb microgotes
i amb liposomes.

El fet de que no hi hagi diferencies significatives entre la mostra no centrifugada i la

corresponent fracció amb liposomes, unit a que la fracció amb microgotes presentí uns valors

que no siguin significativament diferents de zero, corrobora el fet de que la crema sobrenedant

obtinguda per ultracentrifugació está constituida únicament per microgotes.

Com a conseqüéncia de la interferencia de I'OB a la quatificació de F mitjanpant el

ferrotiocianat amónic, s'ha estimat la concentrado de fosfolípids que forma microgotes OB/F a

partir de la relació OB/F de les vesícules constituents de la crema: el producte de la concentrado

total d'OB (-20 mg/mL) per la relació en pes F/OB a les microgotes (Taula 66), proporciona la

concentrado de F que en forma part (1,5 mg F/mL). Per tant, d'aquesta manera s'estima que

només al voltant del 7,5 % deis fosfolípids constitueix la monocapa de les vesícules d'OB.
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4.3.5.3 ESTABILITAT DE LES EMULSIONS OB/F

Una vegada establerta la relació OB/F óptima al valor d'1, i determinada la composició

d'aquest tipus d'emulsions, es prepararen formulacions amb OB al 2 % p/p en diferents formes

de presentado (líquida, gel i liofilitzat) per determinar la seva estabilitat físico-química a 40°C.

En tots els casos, el medi aquós de les preparacions fou tampó fosfat sódic 10 rnM pH 7,4.

La composició de la formulado líquida es descriu a la Taula 68. Una vegada obtinguda,

la mésela inicial es procesa en el Microfluidizer un total de 7 cicles a una pressió de 4 bar. Es

prepararen dues emulsions d'uns volums mínims de 30 mL.

Pro-Lipo S (g) OB (g) Tampó (g) OB % p/p mg F/mL

6,67 2 qsplOO 2 20
Taula 68 Composició de les emulsions d'OB al 2 % per a l'estudi de
l'estabilitat accelerada.

Per a l'obtenció del gel amb OB, fou necessária la preparado previa d'una emulsió al 2,4

% p/p d'oli processada en el Microfluidizer en les condicions descrites anteriorment (C7p4). La

composició de l'emulsió es descriu a la Taula 69.

Pro-Lipo S (g) OB (g) Tampó (g) OB % p/p mg F/mL

8,0 2.4 qsplOO 2,4 24

Taula 69 Composició de les emulsions d'OB al 2,4 % necesáries per a
l'obtenció de gels.

Les emulsions anteriors es meclaren amb Carbopol 940 al 2 % (neutralitzat) en una

relació emulsió/Carbopol 2% de 5,3:1 p/p. La composició final deis gels fou (Taula 70):

Pro-Lípo S (g) Carbopol 940 % OB (g) Tampó (g) OB % p/p mg F/g

6,73 0£ 2 qsplOO 2 20

Taula 70 Composició final deis gels amb OB 2 % p/p.

S'obtingueren dues mostres, cadascuna d'un pes mínimde 80 g. Complementáriament,

es prepara un gel al 0,3 % de Carbopol 940 en el mateix tampó de les emulsions. Aquest

s'emprá com a blanc en el seguiment de l'índex d'oxidació i de la DO a 500 nm.

Per a l'obtenció de liofilitzats s'inclogué sacarosa en el medi aquós en una proporció

sacarosa/fosfolípid 1:1 p/p (Ap. 3.2.3.4). Es prepararen dues emulsions (Taula 71) que després

del seu processat en el Microfluidizer (C7p4), foren liofilitzades.

Pro-Lipo S (g) OB (g) Sacarosa (g) Tampo (g) OB % p/p mg F/mL

6,67 2 2 qsplOO 2 20

Taula 71 Composició de les emulsions préviament a la seva liofilització.

Per tal d'obtenir un blanc amb el qual corretgir l'efecte de la sacarosa en la determinado
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de l'índex de Klein, es prepara un blanc substituint el Pro-üpo S ¡ I'OB per tampó.
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Fig. 143 Variació de diferents parámetres flsico-químics d'emulsions al 2% d'OB en presentado líquida (o), gel (D)
o liofilitzada (A).

Els liofilitzats preparáis tingueren un aspecte macroscópic corréete: una pols seca,

obten¡nt-se 0,0667 g pols/g emulsió. Aquesta relació indica la quantitat d'aiguá que calgué afegir

a fraccions deis liofilitzats per obtenir-ne de nou emulsions amb OB al 2 % p/p: 14 ml_ aigua/g

liofilitzat. La pols es guarda en atmosfera de nitrogen.

A la Fig. 143 es motra l'evolució de diferents parámetres físico-químics de cada

formulació, mantingudes totes en la foscor i a 40°C. Durant l'assaig cap de les mostres no

presenta cap alterado de l'aspecte macroscópic (crema, trencament, inversió de fase).

En referencia al comportament del blanc de carbopol, no s'observaren variacions del pH,

a diferencia de les mostres amb emulsió. Peí que fa a les seves dilucions en tampó (del mateix

ordre que les de les mostres amb OB), aqüestes proporcionaren, durant tot el temps d'estudi,

una absorbencia mitjana de 0,011± 0,003, que correspon, en el cas mes elevat, a un 2 % de la

de les mostres amb OB. Donada aquesta relació, no es tingueren en compte els valors deis

blancs en el seguiment de la DO de les mostres.
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Químicament, les formulacions mes estables foren les liofilitzades, que no tingueren

problemes en la seva resospensió fins el día 60, quan van fer falta uns 10 minuts d'agitació

ocasional per a la solubilització total. El diámetre de les vesicales, pero, augmenta un ordre de

magnitud eom a conseqüéncia de la liofilització, posant en evidencia la formado d'agregats i de

fusions entre elles. Després d'aquest procés el diámetre es mantingué constant durant tot

l'estudi d'estabilitat.

Les formulacions en gel mostren una estabilitat química millor que les liquides, pero en

aquest cas, a diferencia deis gels amb liposomes d'apartats anteriors, presenten variacions mes

importants de la DO i del

diámetre de les vesícules.

Com s'observa, la

variado en la DO no es

correspon amb la detecció de

vesícules de gran diámetre en

les análisi amb el Microtrack

UPA 150. Aquests agregáis o

resultáis de la fusió SÓn visibles Fig. 144 Imatge de microscopía óptica de contras! de fase en la qual

mitjan9ant microscopía óptica

de contrast de fase (Fig.144).

s'aprecien microgotes OB/F de grandária major al micrómetre. Aqüestes
vesícules apareixen durant Pemmagatzematge de les emulsions. La barra
indica una distancia de 20 un
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5. DISCUSSIO

L'apartat está dividit en els següents temes:

5.1 Discussió deis métodes d'analísi.

5.2 Discussió deis métodes preparatius.

5.3 Discussió de suspensions i emulsions.
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5.1

VALIDACIÓ DE MÉTODES

D'ANÁLISI.
En el present apartat s'analitzen els resultáis que fan referencia a la validado de

métodes d'análisi nous o adaptacions d'altres ja existents. Peí que fa al quocient d'absorbáncies

en el cas del ditranol (Q%, Ap. 4.1.5), a la relació entre la quantitat de fosfolípids i d'oli de

borratge (Ap. 4.1.6), les dades presentados indiquen la viabilitat deis dos métodes. La resta de

procediments es comenta tot seguit.

5.1.1 DETERMINACIÓ DE L'ÍNDEX D'OXIDACIÓ.

La facilitat i rapidesa de l'obtenció d'aquest índex fan que siguí emprat amb molta

assiduitat en els estudis d'estabilitat de preparacions que incorporen lípids. Malgrat aquesta

freqüéncia d'ús, la major part de publicacions no posa de manifest les interferéncies degudes

a la terbolesa que originen les sais deis tampons aquosos mostrades a la Fig. 30 (Bose B. i

Chatterjee S.N., 1993; Landi L. et al., 1992; Misík V. et al., 1992; Misso N.LA. et al., 1986), de

manera que les lectures espectrefotométriques es realitzen emprant etanol com a referencia.

Aquesta anomalía apareíx fins i tot en llibres essencialment metodológics (New R.R.C., 1990).

En comptades ocasions s'empra com a blanc el tampó en etanol (Lang J.K. i Vigo-Pelfrey C.,

1993), no indicant-se les conseqüéncies de no fer-ho. En aquest cas cal teñir present que es pot

produir la sedimentació de les sais presents en el medí etanólic, fet que també produirá

artefactes en la determinado de l'índex d'oxidació.

Quan s'empra l'etanol com a referencia, i sempre i quan les mostres analitzades tinguin

el mateix medi aquós i les dilucions en etanol siguin les mateixes, les variacions de l'índex son

igualment indicatives de la degradado deis lípids. El percentatge d'oxidació, pero, sí que resulta

erroni, ja que l'absorbáncia mesurada a 233 nm no es deguda únicament ais diens conjugats.

En el cas de comparar preparacions amb diferents concentracions de fosfolípids o de

medis aquosos, es fa totalment necesaria la correcció descrita a l'apartat 4.1.2. Degut a

l'espectre que proporcionen els blancs amb tampó, no resulta prou correcta la substracció d'un

valor de referencia a les lectures a 233 i 215 nm, metodología emprada perZuidam N.J. et al.

(1993).

D'altra banda, cal indicar que no s'ha determinat l'índex en les suspensions amb farmacs

degut a la interferencia que aquests produeixen i a que s'ha detectat que els métodes de

separado mitjan9ant minicolumes cromatográfiques Sep-pack (New R.R.C., 1990) produeixen

artefactes ocasionáis, provablement, al material plástic que conté a la fase estacionaria.
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5.1.2 QUANTIFICACIÓ DE FOSFOLÍPIDS MITJANQANT LA DO UV-Vis.

La determinado de la concentrado de fosfolípids de les suspensions de Hposomes

resulta fácil, rápida i precisa mitjangant la mesura de la DO d'alíquotes de les mostres. La

bibliografía menciona l'existéncia d'intervals de concentrado en els quals la relació entre la

concentrado de fosfolípid i la DO es lineal (Ghosh P. i Singh U.N., 1992; New R.R.C., 1990),

pero no hi ha referéncies que aprofitin aquest fet per a la quantificació de les suspensions.

Sempre i quan no hi hagui alteracions de la distribució de grandáries deis liposomes o

una absorció de la llum deguda a cromófors, es possible aquesta aplicado en les condicions

presentados a l'Ap. 4.1.4. En els resultats obtinguts, s'aprecia que les regressions son prou

correctes. Pero peí que fa al test de significado deis models, només en el cas deis SUVs Terror

del model es comparable a ('experimental. Aquest fet no es indicatiu d'una manca d'ajust

¡mportant de les rectes, ja que en tots aquests casos Terror standard del model (els residuals)

es petit (Jaula 4), i des del punt de vista práctic es pot considerar que la imprecissió no es

significativa (Ap. 3.3.1).

D'altra banda, Texactitut del métode queda provada en comparar els seus resultats amb

els que proporciona Tanálisi amb ferrotiocianat amónic (Fig. 33). S'observa que es manté fins

a longituts d'ona curtes, la qual cosa permet emprar la DO per a Tanálisi de mostres molt

diluídes i/o amb liposomes petits, els quals proporcionen poc senyal (Fig. 32).

5.1.3 VALIDACIÓ DEL CROMAT COM MARCADOR DEL VOLUM

INTERN DELS LIPOSOMES.

L'ús d'aquesta molécula per determinar el volum encapsulat deis liposomes va ser una

conseqüéncia deis problemes que es van detectar amb un marcador clássic, la

carboxifluoresce'ína. Aquesta molécula es emprada ámpliament per a la caracterització de

suspensions de liposomes, tant peí que fa a la determinado del seu volum encapsulat i

estabilitat, com per técniques que permeten conéixer la permeabilitat de les bicapes (New

R.R.C., 1990; Mui B.S.L et al., 1993). En emprar-la (99%puresa, Sigma) pera la determinado

del volum encapsulat de liposomes obtinguts a partir de Pro-Lipo S, es va observar que el seu

espectre d'absorció UV-Vis es modificava en obtenir les fraccions amb liposomes i amb la

molécula no encapsulada mitjanfant cromatografía d'exclussió molecular. Quan s'obtingueren

dissolucions amb etanol i glicerol a una proporció igual a la present a les suspensions de

líposomes, no altera Tespectre de la carboxífluoresce'ína, de manera que no es va poder

determinar la causa de Tateracíó. Aquests resultats contrasten amb els presentats per Perret S.

et al. (1991), qui empren aquesta molécula per determinar el volum encapsulat en els liposomes

obtnguts a partir de méseles ternaries com les constituents del Pro-Lipo S.
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Consegüentment, es va fer necessari i'ús d'una altra molécula per la determinado del

volum encapsulat. S'escollí el cromat degut a la seva disponibilitat i facilitat d'análisi. En cas de

resultar apte, l'absorció atómica en cambra de grafit permet quatificar concentracions de fins 0,5

ppb en mostres amb un volum mínim de 220 uL, de manera que amb els mitjans actuáis son

viables concentracións de l'anió molt inferiors a les descrites per Schullery S.E. et al. (1980).

Les Fig. 38 i 39 confirmen que aquest marcador es estable en el medi resultant deis Pro-

Lipo S com a mínim fins a concentracions de 50 mg F/mL (no hi ha ni precipitado ni alterado

de les sais de crom iniciáis). Aquest fet, juntament amb que no resulta alterat durant el

processament amb el Microfluidizer (Fig. 40), permet que la seva quantificació sigui

representativa del volum encapsulat en liposomes. L'ús de l'absorció atómicaper aquesta finalitat

resulta óptim, ja que, en quantificar-se el crom total, les possibles modificacions del pH i/o

concentrado no facin necessaries les precaucions i/o correccions que caldria teñir en compte,

per exemple, amb Pespectrefotometria.

Tot i que la cromatografía en capa prima posa de manifest la possibilitat d'emprar el

cromat en suspensions que s'obtenen amb processos d'escalfament, els resultáis no indiquen

que aquest marcador pugui utilitzar-se en estudis d'estabilitat a llarg termini. A príorí, el carácter

oxidant del Cr6* desaconsella aquest ús, essent necessaris estudis d'estabilitat deis fosfolípids

en presencia de l'anió per determinar si n'és possible o no.

Com a molts altres marcadors, la determinado del volum encapsulat amb cromat fa

necessária la separado deis liposomes que el contenen de la resta de medi aquós. Les

correccions necessaries peí cas deis SUVs que s'han indicat a partir deis resultats presentats

a la Fig. 41, permeten afirmar que la fuita del cromat encapsulat durant relució a les columnes

altera els resultats en un valor del mateix ordre que el de ('error experimental, fent que no resulti

¡mportant per aquellos vesícules que no presenten defectes d'empaquetament de les bicapes

originats per un petit radi de corvatura.

La baixa concentrado del cromat presenta avantatges sobre I'ús d'altres molécules. Per

exemple, en un deis métodes en els quals s'empra la carboxifluoresce'ína, aquesta es

encapsulada a concentracions que causen la pérduda de la seva fluorescencia (50-100 mM),

fet que s'aprofita per quantificar la proporció no encapsulada en diluir la mostra fins a valors que

permeten la lectura de la fluorescencia causada per les molécules no encapsulades i,

posteriorment, per quantificar la fluorescencia total en trencar els liposomes. Degut a la

concentració de la sonda, I'ús d'aquest tipus de técniques no permet assegurar que els

liposomes amb la sonda siguin idéntics ais que s'obtenen sense ella. Es per aquesta rao que

es prefereix treballar amb métodes que emprin substancies que puguin ser detectades a molt
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baixa concentrado (aixó també es possible en el cas de la carboxifluoresce'ína). Recentment

Kawakami K. et al. (1999) han descrit un métode alternatiu que permet la utilització de

carboxifluoresceína a concentracions molt menors (50-100 uM) sense necessitat de realitzar

cromatografía d'exclussió molecular. Pero aquesta técnica únicament es aplicable a liposomes

en estat gel, peí que la seva aplicado es molt restringida. Com s'observa, la baixa concentrado

del solut i l'aplicació a qualsevol tipus de liposomes es compleix plenament en el cas del cromat

2mM.

L'ús de soluts per a la determinado del volum encapsulat presenta, pero, dessavantages

causats per la seva possible exclussió a l'interior deis liposomes que es pot produir durant la

formado de les vesícules. Aquest fet es especialment ¡mportant en el cas deis MLVs, ja que el

solut no aconsegueix penetrar fins a les capes mes internes deis liposomes degut a que l'aigua

travessa les bicapes externes mes rápidament que el solut durant la fomacióde les liposomes.

El resultat es que el marcador no es distribuieix uniformement en cada espai aquós, de manera

que el volum encapsulat experimental resulta menor que el real. Els métodes que quantifiquen

el volum encapsulat a partir del dissolvent eviten aquest error, i permeten comparar els valors

reals amb els que proporcionen els métodes de mesura de soluts.

Els valors trobats amb cromat pels liposomes a 30 mg F/mL obtinguts a partir de MLVs

i extrussionats posteriorment fins 800 nm (Jaula 9) son elevats en relació ais que, per MLVs no

extrussionats, proporcionen altres métodes d'encapsulació de soluts (-0,5 Umol, Perkins W.R.

et al., 1993) i propers ais deis métodes basats en la quaníificació del dissolvent (-1,1

L/mol).Tenint en compte que degut a que el volum varia amb el radi al cub cal esperar una

disminució del volum encapsulat en disminuir el diámetre deis liposomes mentre aquests siguin

multilaminars, i que amb aquesta premisa l'increment del número de vesícules no compensa la

disminució del volum encapsulat, el volum encapsulat experimental pels MLVs extrusionats fins

800 nm pot ser indicatiu de que té lloc poca o nul.la exclussió del cromat. Aquest fet, pero,

caldria confirmar-lo comparant els volums encapsulats de liposomes de les mateixes

característiques (diámetre, laminaritat i composició) obtinguts a partir de MLVs i a partir de MLVs

congelats-descongelats, procés que assegura una distribució uniforme del solut en tots els

compartiments aquosos deis liposomes.

5.1.4 VALIDACIÓ DEL MICROTRACK UPA 150 COM A ANALITZADOR

DEL DIÁMETRE DE LIPOSOMES.

Els dos parámetres determinants en la precisió i exactitud de les mesures de diámetres

de suspensions de liposomes han estat el temps d'análisi i la concentrado de les mostres

analitzades. Ei rang de diámetres estudiat se sitúa des de poc mes del micrómetre fins la

decena de nanómetres, d'aquesta manera queda cobert l'interval mes freqüent en el qual
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s'obtenen suspensions de Hposomes. Per sobre d'1 |jm la microscópia óptica permet realitzar

análisi de manera rápida (Ap. 3.1.2.7),

Peí que fa al temps de lectura, s'ha comprovat té un efecte acumulatiu en la disminució

de Terror fins a un temps mínim proper ais 10 minuts. Aquesta durada de les análisi es

sensiblement superior a la que es necessita en els aparells d'espectroscópia de correlació

foto-nica en l'estudi de mostres unimodals (1-5 min). Per temps iguals o majors ais 10 min, la

imprecisió del Microtrack UPA 150 en la determinado del diámetre i ampiada de les suspensions

depén del propi valor del diámetre i ('ampiada (Ap. 4.1.8.1, Fig. 44). L'interval de confian9a en

el qual cal esperar el valor del diámetre d'una nova lectura resulta especialment gran en el cas

deis SUVs (al voltant deis 20 nm), pero no implica greus mancances des del punt de vista

experimental, ja que l'ordre de magnitud es el mateix, no representa diferencies importants des

del punt de vista práctic tenint en compte el rang de grandáries possible deis liposomes i, a mes,

sempre es poden realitzar lectures replicades per tal de disminuir la imprecissió. Es important

teñir present que tots els intervals de confianga calculats indiquen els valors possibles al 95%

de provabilitat que poden obtenir-se amb noves lectures, no amb les seves mitjanes. Per tant,

es corresponen amb la imprecisió máxima de l'aparell en les condicions descrites, imprecisió

que disminueix rápidament si es realitzen varíes lectures i s'obté la mitjana de totes elles. Donat

el temps mínim d'análisi s'ha descartat aquest darrer procediment, pero no deixa de ser

aplicable quan calgui obtenir lectures amb una precisió major a la determinada en tot l'estudi.

En referencia a l'interval de confianga de l'amplada, s'observa un comportament similar

al del diámetre: quan mes uniforme es la distribució de diámetros de la suspensió (menor

ampiada), menor es l'interval de confianga al 95% dins del qual cal esperar les noves lectures.

Si es realitza en quocient entre l'amplada i el diámetre, el valor resultant es indicatiu de

la dispersió de la població de liposomes en un tipus de representació concret (volum, número,

área o intensitat). Podría pensar-se que Terror en el diámetre i Tamplada es una conseqüéncia

de la manca d'uniformitat de la suspensió i, per tant, estaría relacionat amb el quocient indicat

anteriorment. Aquest fet no es constata a partir deis resultáis obtinguts: els SUVs i els liposomes

no extrusionats presenten valors similars del quocient amplada/diámetre, mentre que Terror

relatiu (interval/diámetre o interval/amplada) es molt mes gran en el cas deis SUVs. Aquest fet

indica que la precisió de l'aparell no depén de de la dispersió de la població analitzada, al menys

fins a una ampiada propera ais 900 nm (la máxima que s'ha obtingut).

A mes de Terror associat al díámetre ¡ a l'amplada s'ha determinat, en distribucions

expressades en modus standard, el de cada canal de lectura (variado en canal o tolerancia, Ap.

4.1.8.2) i el global en tots el cañáis de lectura (variado global, Ap. 4.1.8.3). Els dos valors trobats

(3,4% de tolerancia i 25% de variado global) complementen al diámetre i a Tamplada alhora de

determinar si dues lectures son o no diferents. A mes deis intervals consideráis anteriorment,

la possibilitat del programa de l'aparell de realitzar la diferencia entre dues mesures permet
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comprovar si es superen els limits de tolerancia i de variado global. Cadascun d'ells es

complementa: es possible que dues lecturas presentin una variado global menor del 25% (p.ex.

18%) i que aquesta es concentri básicament en dos cañáis. Pertant, el fet que se superi en

escreix la tolerancia permet afirmar que les diferencies son significatives, tot i que la variado

global no ho detecti. Per tant, es necessari considerar el diámetre, ('ampiada, la tolerancia i la

variació global de manera conjunta per determinar si les diferencies entre dues lectures

correponen a variacions reals de les mostres analitzades.

D'altra banda, els resultáis de la precisió obtinguts amb poblacions bimodals (Ap. 4.1.8.7)

son plenament satisfactoris, ja que presenten els mateixos valors que les poblacions básicament

unimodals. En no incrementar-se Terror en el mateix temps d'análisi (10 min) es comprova

novament que la imprecisió es independent de la dispersió (ampiada) de la població, i que el

temps escollit es suficient per a l'estudi de la majoria de suspensions de liposomes amb

grandáries situades per sota del micrómetre. Els resultáis son comparables ais presentáis per

Kólchens S. et al. (1993) en análisi per espectroscopia de correlació fotónica (ECF). Part

d'aquest treball compara els diferents métodes matemátics aplicáis en aquesta lécnica en

Pesludi de mostres de látex uni i bimodals. Peí que fa a les moslres amb una proporció similar

en pes de cada població, el diámelre de la població major (-700 nm) es assignal amb major

precissió miljanganl I'ECF (-7,7% de miljana), essenl comparables els resullals de les dues

técniques en el cas de la població de diámetre menor (-100 nm). En el cas del percentalge de

cada població, no es presenten resultáis equivalenls a les Méseles B i C (Ap. 4.1.8.7) pels

diámelres indicáis anleriormenl, pero els corresponents a méseles d'allres vesícules

proporcionen resullals similars ais del Microlrack UPA. Cal senyalar que miljan9anl l'análisi de

l'espectre de freqüéncies no s'obtingueren mes de dues poblacions en cap les leclures amb una

durada igual o major a 7,5 minuls, al conlrari del que le lloc amb I'ECF, on en ocasions

aparegueren mes de dues poblacions, i es consideraden artefacles aquelles que constituiren

menys d'un 10 % del senyal, essenl, per lanl, eliminandes de l'análisi. Teninl en comple que el

lemps d'análisi que empren els aulors per reduir Terror experimental de I'ECF es d'1 hora, les

análisi de poblacions bimodals amb el Microtrack UPA 150 resullen molí mes rápides i amb una

precissió i exactilud equivalenls ais mélodes mes emprats.

Els fets exposals anleriormenl junl amb la no exisléncia de cap ¡nleracció creuada enlre

l'índex de cárrega o la grandária de les vesícules amb el temps d'adquisició (Ap. 4.1.8.5),

aconsellan no emprar un lemps menor ais 10 minuls en les análisi de qualsevol lipus de

suspensió de liposomes.

En un esludi mes complel, seria necessari avaluar la capacilat del Microtrack UPA 150

en diferenciar polacions bimodals en les quals els diámetres de les vesícules componenls

difereixen d'un faclor menor a 2. Aquesl valor es el límil que generalmenl s'associa a I'ECF en

les mostres bimodals (Garbow N., et al., 1997; Kólchens S. el al., 1993).
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Degut aque la distribució de diámetres proporcionada pels aparells que treballen

amb l'espectre de freqüéncies no s'obté amb cap altre restricció tret de que les vesícules teñen

un moviment browniá, els resultats no inclouen cap parámetre que indiqui si el tipus de mostra

analitzat s'ajusta a les restriccions, tal i com no fan els aparells d'espectroscópia de correlació

fotónica mitjangant l'índex de polidispersió (que a mes indica en quin grau la mostra es uni o

polimodal). Per tal d'establir un parámetre que indiqui el grau de polidispersió de les mostres en

les lectures realitzades amb el Microtrack UPA 150, es proprossa una relació entre els diámetres

proporcionáis per la distribució expressada en % vol i % número segons l'expressió:

, _ Diám (% núm) & ~~
Diám (% vol) q'

on:
Diám (% núm) indica el diámetre proporcionat per la distribució expressada en percentatge en número,
Diám (% vol) indica el diámetre proporcionat per la distribució expressada en percentatge en volum.

Aquest parámetre no es equivalent a l'index de polidispersió25, sino que indica de forma

simple en quin grau una poblado analitzada amb el Microtrack UPA 150 es o no unimodal.

Donades les característiques de cada tipus de distribució (Ap. 3.1.2.8), com mes diferents siguin

les poblacions d'una suspensió mes petit sera el quocient d entre els diámetres. Per tant, aquest

parámetre oscil.la entre un valor mínim proper a zero, i un máxim d'1, valor que prendrá en

mostres que donin com a resultat un únic canal de lectura (absolutament unimodals). Com a

referencia, les poblacions de liposomes extrusionades fins 200 o 100 nm, que son considerades

distribucions unimodals, proporcionaren un valor mitjá de d = 0,71 ± 0,032 (n=4).

En referencia a l'efecte de la concentrado de les mostres en les análisi, els resultats

mostren que les desviacions observados no poden ser explicades ni per l'efecte de l'increment

de la viscositat, ni per la disminució de la diferencia deis índexs de refracció entre la finestra i

la mostra. A partir del comportament observat s'han establert tres causes independents que

expliquen les anomalies detectados: la pérduda de linealitat de la relació concentrado de la

mostra-índex de cárrega, la disminució deis volum de dissolvent que actúa com a tal, ¡ les

interaccions a llarga distancia entre vesícules carregades. Cadascun d'aquests condicionants

estableix les tres condicions necessáries per obtenir análisi sense artefactos. Es ¡mportant teñir

en compte que el no compliment de les restriccions anteriors té lloc, per moltes mostres, dins

del rang d'índex de cárrega que el fabricant considera idóni per a l'adquisició de les dades

25 Per a una mateixa mostra, tampoc no son iguals els índex de polidispersió proporcionáis pels difereents
métodes matemátics de processament de la intensitat déla llum a 1 'espectroscopia de correlació fotónica (Kdlchens
S.etal., 1993).
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(interval: 0,1-1).

La primera condició no es compleix de manera estricta, sino que les lectures poden ser

correctes fins a una concentrado una mica superior al límit lineal, aquest fet es especialment

notable en el cas deis SUVs (Fig. 58 i 60). De forma general, s'observa que el límit superior mes

petit que compleix aquesta condició correspon a un índex de 0,4. Per tant, les dilucions de les

mostres de liposomes que proporcionin índex compresos entre 0,1 i 0,4 se situaran dins la zona

lineal de la relació. Com a mesura mes segura, pero, es proposa realitzar un estudi de la relació

concentració-índex abans de l'análisi de qualsevol mostra.

L'origen de ('anomalía podría estar relacíonat amb la naturalesa de les vesícules que

originen la dispersió de la llum: els liposomes amb una (REVs) o poques bicapes (Pro-Lipo S),

presenten ¡ntervals lineáis majors que les vesícules multilaminars extrusionades fins el mateix

diámetre. L'análisi de l'espectre de freqüéncies es basa en la detecció heterodina de la llum

dispersada (Ap. 3.1.2.8). Cada interfase que interacciona amb la llum incident origina part de la

radiado que es dirigueix cap al detector. Degut a aquest fet, es fa necessária una correcció que

té presen! el que s'anomena eficiencia de dispersió de la llum, que es propia de cada vesícula,

ja que en fundó del seu diámetre es poden produir interferéncies destructivos en interaccionar

el feix provinent d'una interfase amb el provinent d'una altra situada a l'extrem oposat. Aquesta

correcció ja la incorpora el tractament matemátic de l'aparell, pero ho fa només peí cas de

partícules solides, les quals presenten només dues interfases en una determinada direcció del

feix de llum incident. En el cas deis liposomes multilaminars,pero, es possible que el gran

número d'interfases que els constitueixen provoquin interferéncies no considerades i que

provoquin la pérdua de linealitat detectada. Per aquesta rao es fa necessari un estudi mes

complet que determini el grau d'inexactitud provocat per la presencia de vesícules multicapa en

les dispersions analitzades.

La segona condició sine qua non per a obtenir lectures correctes fa referencia a la relació

entre el volum ocupat per les vesícules en suspensió i l'ocupat peí dissolvent. L'augment de la

viscositat detectat en incrementar la concentrado de les suspensions de liposomes posa de

manifest un fenómen ámpliament estudiat en el cas de partícules esfériques solides (Pusey P.N.

et al., 1997; Segré P.N. et al., 1995). En aquests casos s'ha comprovat que en disminuir la

fracció en volum del dissolvent (FVdls) es produeix un augment progressiu de la viscositat

macroscópica fins arribar a una solidificado de la mostra, fet que té lloc a un valor situat al

voltant de FVdls=0.51. L'augment de la viscositat s'ajusta a una serie truncada d'expressió:

v = v0 ( 1 + 2,5 FV^ + 6,2 FVl + ...) Eq. 23
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on:
nú indica la viscositat de la suspensió
nú O indica la viscositat del dissolvent
FV^ indica la fracció en volum ocupada per les vesícules de la suspensió (FVves = 1-FVdis).

Empíricament s'observa que la viscositat augmenta en un factor de 2 per FVves -0,2, i en

un factor situat entre 4 i 8 per FVves -0,4. Aqüestes variacions macroscópiques teñen el seu

equivalen* microscópic en les variacions que es produeixen en els coeficients de difussió de les

partícules: en augmentar FV^el coeficient de difusió disminueix, de manera que el sistema

deixa de poder-se considerar constitu'ít per partícules voltades per un líquid per esdevenir,

progressivament, un conjunt de partícules voltades d'un medi constitu'ít per altres partícules.

S'observa que l'equació 23 s'ajusta al comportament experimental observat en el cas

deis liposomes (Fig. 145). Les petites diferencies a concentracions elevades en el cas deis

liposomes multilaminars, poden ser oríginades per l'exclussió de solut (Ap. 5.1.3).

Consegüentment, la variado de la viscositat que es produeix en augmentar la concentrado de

les suspensions de liposomes es indicativa de que també es produeixen canvis en els

coeficients de difussió de les vesícules. Aquests canvis necessáriament han de modificar els

resultáis de les análisi efectuados amb el Microptrack UPA 150, ja que Túnica restricció emprada

en els cálculs es que les vesícules en suspensió han de teñir un moviment browniá que derivi

del model de partícules independents. En modificar-se el coeficient de difusió d'Stokes-Einstein

amb l'augment de concetració, també es modifica la distribució de velocitats de Maxwell-

Boltzmann i, per tant, l'esprectre de freqüéncies processat a partir de la llum detectada. Aquest

fet provoca que l'aparell assigni grandáries inconrectes al considerar que el coeficient de difussió

es el corresponent al de mostres dilu'ídes.

En el cas de suspensions

constitu'ídes per vesícules que no

encapsulen medi aquós, la FVdls disminueix

lentament amb la concentrado. En el cas

deis liposomes l'encapsulació de part del

medi aquós fa que en augmentar la

concentrado de fosfolípids la disminució

siguí mes rápida. Es aquest fenómen el

que explica la concentrado crítica

determinada en el cas del REVs.

Quan les suspensions están

formades per partícules esfériques solides F¡g: 145 viscositats experimentals (simbols blancs) ¡
concentrades (FVves > 0,35), la bibliografía teóriques (símbols negres) de suspensions de liposomes: (o)

REVextrusionats fins 800 nm; (ü) REV extrusionats fns 200
proposa un model en el qual cada partícula nm; (A) MLV (EPC) extrusionats fins 200 nm; (v) i MLV
es troba en una capsa formada per les (SPC) extrusionats fins 800 nm.
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partículas veTnes. La dificultat "d'escapar" d'aquesta localització espaial es la que explica les

importants variacions de la viscositat ¡ del coeficient de difusió (Cohén E.G.D. et al., 1998). En

aquest model la distancia entre les superficies adjacents es de l'ordre d'una desena part del

diámetre de les vesicules. Aquest valor, pero, resulta massa petit si es compara amb la mínima

distancia entre liposomes (10 vegades el radi) que la bibliografía indica que ha d'haver per tal

de no obtenir artefactos amb aparells d'ECF (Ostrowsky N., 1993). Aquesta diferencia no ho es

tal si es té en compte que per I'ECF es necessari que no es produeixin interaccions entre les

vesicules, fet que ha de teñir lloc a concentracions molt menors que les que proposa el model

de capsa.

Ara be, aquest concepte serveix per calcular la distancia entre liposomes en el valor crític

de FVdls trobat pels REVs: es pot considerar que aquests son situats en un cub de dissolvent que

té peraresta a, i que aquest, alhora, está voltat d'altres cubs que també contenen, casacun, un

liposoma. Aquesta simulado també ha estat emprada per Gronbech-Jensen N. et al. (1998) en

l'estudi de les ¡nteraccions entre esferes carregades eléctricament. Cal teñir present que,

provablement, en suspensions molt concentrades deixi de ser válida, ja que l'empaquetament

óptim es el compacte, el qual no es compatible amb la distribució de cubs que contenen les

partícules.

En la distríbució espaial proposada, el cub inicial está voltat per altres 26, que son

adjacents be a les cares, a les arestes o ais vétexs. Per tant, es troba en una caixa constituida

per altres unitats idéntiques a ell. Les distancies entre el liposoma central i la resta

(considerades des deis respectius centres) son de tres tipus en funció de la posició:

L1 = a per liposomes situats en un cub adjacent a una cara del cub central,
L2 = 1,41a per liposomes situats en un cub adjacent a una aresta del cub central,
L3 = 1,73a per liposomes situats en un cub adjacent a un vértex del cub central.

La distancia mitjana entre el liposoma central i la resta será la mitjana de totes les

distancies existents a la caixa, i es pot calcular a partir de l'expressió:

L - 6 a + U a & + 8 a & Eq 24
26 H

El valor de a es pot calcular a partir de la relació entre el volum d'un líposoma i el del cub

que el conté, ja que aquest quocient es el valor crític de FV,lp (Ap. 4.1.8.4), valor conegut i que

ha estat situat al voltant de 0,03. Per tant:

= 0,03 Eq. 25
o3
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on:
r indica el radi extern del liposoma.

El radi extern del liposoma el proporciona l'análisi de la suspensió considerada, expressat

el resultat en percentatge en volum (el diámetre mitjá del percentatge en volum indica la

grandária de les vesícules que ocupen la major part del volum encapsulat). Expressant a en

funció del radi, i substitu'ínt el seu valor a l'equació 24 s'obté que:

Z = 7,07 r Eq. 26

Aquest valor es similar al indicat per Ostrowsky N. (1993) i permet constatar la

importancia de conéixer la fracció en volum de dissolvent préviament a l'análisi de qualsevol

mostra.

A mes de la resposta del detector i de l'apropament entre els liposomes, resulta

necessari conéixer les propietats eléctriques de les vesícules que s'analitzen. El moviment deis

liposomes no está influit únicament peí líquit i peí grau en que aquest actúa com a dissolvent:

cal considerar la magnitud de les forces de repulsió electrostátiques intervesiculars entre les

bicapes carregades. Moon M.H. et al. (1998) ja han posat de manifest l'efecte de la cárrega deis

liposomes en altres métodes d'análisi de la seva grandária. Les característiques d'aquest tipus

d'interacció s'han entudiat majoritáriament amb partícules esfériques solides carregades

(Bergenholtz J. i WagnerN.J., 1997; Gronbech-Jensen N. et al., 1998). En aquests sistemes son

la concentrado de partícules, la seva densitat de cárrega superficial, i la forfa iónica del medi,

els parámetres que determinen las característiques físiques de les suspensions (viscositat,

coeficients de difusió, ...). En alguns casos s'han descrit interaccions atractives entre les

partícules constituents de dispersions notablement concentrades..

Els resultáis obtinguts en les análisi de suspensions de liposomes amb fosfolípids

carregats negativament (aprox. 20 % mol/mol) mostren que, en aigua pura, els diámetres

proporcionats per les análisi no es corresponen amb els que caldria esperar com a conseqüéncia

del métode mitjan9ant el qual s'han preparat les vesícules (Fig. 60). Com que aquest fenómen

té lloc a FVhp menors de la crítica i dins de Tinten/al lineal de la relació índex-concentració, cal

buscar la seva causa en la interacció eléctrica entre liposomes. Aquesta interpretado deis fets

es confirma de tres maneres diferents: per la variado de la viscositat en incloure electrólits en

el medi aquós de preparado de les suspensions, pels diámetres que proporcionen les

dispersions anteriors, i per la modificado del resultat que té lloc en afegir una petita quantitat

d'electrólit en una mostra preparada en aigua pura.

Com s'aprecia a la Fig. 146, la desviado entre la viscositat experimental i la teórica

calculada a apartir de l'Eq. 23 es fa menor en incloure electrólits en el medi de preparado. Per
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tant, la repulsió entre liposomes causa un increment de viscositat que no es explicable en

termes de la fracció en volum de la fase dispersa. Quan aquesta la interacció es disminueix o

elimina mitjangant contraions, la viscositat experimental torna a ser depenent únicament de la

relació de volums entre les fases. Com que l'excés de viscositat observat es indicatiu d'una

variado deis coeficients de disfusió deis liposomes, aquest fet causa l'aparició d'artefactes en

les análisi ralitzades amb el Microtrack UPA 150.

En obtenir suspensions en aigua pura, la concentrado total de contrajo es la mateixa que

la de fosfolípids carregats. Consegüentment, el potencial eléctric que s'extén a la fase continua

des de la monocapa externa deis liposomes disminueix mes lentament del que ho fa en els

casos en que s'afegeix un electrólit. Mentre que en el primer supósit la variado es algebraica,

en el segon es exponencial (Andelman D., 1995). D'acord amb la teoría de Guy-Chapman

(Gennis R.B., 1989) l'addició d'un electrólit26 fort 1:1 en una concentrado 10 mM al sistema

estudiat apantalla totalment la cárrega de les bicapes a una distancia aproximada27 de 8 nm. Els

resultáis experimentáis obtinguts amb els liposomes coincideixen amb els que Cohén E.G.D. et

al. (1998) obtingueren el l'estudi de esferes solides carregades. En ells es posa de manifest que

les partícules carregades i totalment apantallados es comporten d'igual manera que les neutres.

Els cálculs anteriors de la distancia d'apantallament total indiquen que, amb aquella

concentrado mínima d'electrólit, el factors determinants en les análisi de diámetres son la

linealitat del detector i la fracció en volum de dissolvent (en aquest darrer cas la distancia

mínima es de 7,07r, Eq. 26). Aquesta previsió teórica es constata en els experiments en els

quals s'afegeix NaCI fins a una concetració de 12 mM. Els resultáis abans i després de l'adicció

indiquen l'efecte de les cárregues, obtenint-se ara lectures corréeles fins els límits impossats

per les altres dues condicions.

Per a obtenir análisi corréeles del diámetre de liposomes en aigua pura i amb fosfolípids

carregals (com a máxim amb un 20 % mol/mol), la concenlració mínima de NaCI que cal afegir

es prou pelila com per no causar canvis en la dislribució de grandáries de la mostra. Els

resultáis presenlals eslan d'acord amb els d'allres aulors. Perkins W.R. el al. (1993) moslren

que no hi ha canvis significalius de la grandária deis liposomes situáis en un medí hipertónic fins

a una diferencia de concentrado de NaCI d'aproximadament 150 mM. La major part de Ireballs,

pero, esludien l'evolució de les vesícules en medís hipolónics. En ells la resisléncia de les

vesícules depén de la seva grandária, essenl les mes peliles les mes resistenls (Lasic D.D.,

1993) i suportanl diferencies de concenlració sempre mes elevados (650 mOsm-kg'1; Muí B.L.S.

el al., 1993) que les causades per l'addició del NaCI fins 12 mM.

26 La relació numérica indica la proporció entre els cations i anions que origina la sal.

27 La distancia de Debye, a la qual finalitza la doble capa d'ions, es menor, de l'ordre de 3 nm.
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La comparado deis resultáis de les análisi del Microtrack UPA 150 amb altres métodes

(Ap. 4.1.8.6) constata ('exactitud de l'aparell, pero es necessari comentar breument alguns

aspectes. La formado de liposomes petits durant la obtenció de REVs no extrusionats (Szoka

F. ¡ Papahadjopoulos D., 1978) s'ha comprovat tant en les análisi espectroscópiques com

microscópiques. Per aquesta rao els resultáis s'han expressat en percentatge en volum (o

massa), ja que de fer-ho en número les diferencies entre cada tipus de suspensió serien poc

apreciables. Les desviacions que s'aprecien en el cas de la microscópia electrónica son

explicables per la propia metodología, la qual implica l'assecament de la mostra i la seva

posterior exposició al buit en el microscópi. Aquests processos fan que els resultáis presentin

desviacions respecte de les suspensions origináis, de manera que la comparació amb les

mesures del Microtrack UPA 150 es orientativa i necessita d'altres técniques. Peí que fa al volum

encapsulat teóric i experimental, les desviacions que teñen lloc en incrementar la grandária de

les vesícules poden estar relacionades amb la manca d'esfericitat detectada per alguns autors

en els liposomes de diámetre gran (Mui B.L.S. et al., 1993) i amb l'existéncia de mes d'una

bicapa en aquest tipus de liposoma (Szoka F. i Papahadjopoulos D., 1978). Malgrat aquesta

desviació els resultáis son satisfacloris i permelen afirmar que les distribucions de grandáries

proporcionades per l'aparell son prou exactes.
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Fig. 146 Viscositats experimentáis (símbols blancs) i teóriques (símbols negres) de suspensions de liposomes carregats
negativament i obtinguts a partir de Pro-Lipo S: (o) extrusionats fms 800 nm; (n) extrusionats fns 200 nm; (A) SU Vs
obtinguts amb el Microfluidizer.
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5.2

MÉTODES PREPARATIUS.
Els métodes inclosos en aquest apartat son aquells que fan referencia a la

caracterització deis liposomes obtinguts amb el Microfluidizer, i a la liofilització i obtenció

d'hidrogels amb aquests liposomes. La discusió de la resta d'apartats presentáis en el capítol

de resultats s'inclou, en cas necessari, en la discusió de les diferents suspensions de liposomes

preparados, ja que la major part de métodes preparatius están adre9ats a una formulado

concreta.

5.2.1 OBTENCIÓ DE LIPOSOMES AMB EL MICROFLUIDIZER 110S.

La utilització d'homogenitzadors a alta pressió está molt estesa en aquells métodes que

impliquen el tractament de mostres amb processos molt energétics, com ara les emulsions. Des

que Mayhew E. et al. (1984) van presentar els primers resultats en l'ús d'un d'aquests aparells

(Microfluidizer) en la preparado de liposomes, la industria ha incorporal aquesta técnica per a

la seva producció a gran escala. El resultats presentáis a l'apartat 4.2.5 fan referencia al

Microfluidizer, pero, donades les similituts amb els altres homogenitzadors d'alta pressió

existents, poden, sin mes no, considerar-se orientatius per a tots ells.

A l'apartat 4.2.3 es mostren que no hi ha pérdudes significatives de fosfolípid durant els

processament de mostres fins a una concentrado de 100 mg F/mL. Aquests resultats no

coincideixen amb els presentáis per Talsma H. et al. (1989). Tot i treballar amb diferenls

composicions de fosfolípids, les recuperacions del 73 i 25 % que detecten per moslres de 100

mg F/mL son massa diferenls deis valors de la Taula 24, on, amb un únic replicat, s'obté un 95%

per la maleixa concentrado. Tampoc no s'ha deteclat, al contrari del que afirmen els mateixos

aulors, la presencia de petites partícules metáliques en cap de les suspensions obtingudes.

Encara que sí que s'ha descril el desgast de les zones deis homogenítzadors solmeses a grans

esfor9os (Bachmann D. el al., 1993), no es menciona cap fel similar a l'aparidó de melall en cap

publicado. Aixó, junlament amb la utilització de l'aparell en la indúslria alimentaria, avala les

noslres observacions (Swienlek R.J. 1990).

Un deis faclors que s'ha manlingut constanl en el disseny experimenlal i que pol afeclar

de manera ¡mportanl en les característiques deis liposomes es la concenlració de fosfolípids de

la moslra inicial. Bachmann D.el al. (1993) moslren com Paugmenl de concentrado (10-100 mg

SPC/mL) implica un augment de diámelre de les vesícules en processar les suspensions en un

homogenitzador d'alta pressió Mini-Lab 8.30. Els resultáis oblinguts en l'estudi de l'efecle de
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l'etanol (Taula 32} no indiquen, pero, variacions importants del diámetre en aquelles mostres

exemptes d'alcohol en un rang de 10 a 40 mg SPC/mL. Per tant, en cas de detectar-se

variacions en el cas de les mostres obtingudes a partir de Pro-üpo S, aqüestes serien causades

per la diferent concentració d'etanol.

Tot i la profusió de publicacions amb l'aplicació d'homogenitzadors d'alta pressió per a

la obtenció de liposomes (Brandl M. et al., 1998; Brandl M. et al., 1990; Sjostrom B. i Bergenstahl

B., 1992) i, inclús, de nanopartícules (Lamprecht A. et al., 1999), no h¡ ha cap esforp dirigit a

la caracterització total del procés. Els resultáis de l'apartat 4.2.5 mostren que tant el disseny

experimental emprat com els models matemátics proposats descriuen el diámetre, ('ampiada,

el volum encapsulat i el percentatge d'encapsulació amb precisió. La producció de liposomes

a gran escala amb el Microfluidizer es reprodu'íble, i mitjan9ant el control del número de cicles,

pressió, for9a iónica i concentració d'etanol es poden controlar les característiques de les

suspensions de liposomes. En tots el ajustaments els coeficients de regressió i els respectius

test son favorables, mentre que en els casos en els quals el model té manca d'ajust, aquesta

no representa una desviado important a la vista de la desviació mitjana del sistema. La pressió

de treball condiciona el diámetre mínim que poden assolir els liposomes, ja que el número de

cicles només causa modificacions importants en les primeres etapes del processat. Peí que fa

a la for9a iónica, aquesta té una influencia menor pero significativa: en disminuir el seu valor

també ho fa la grandária de les vesícules, possiblement degut a l'increment de la repulsió

electrostática entre les bicapes. Aquests es el mecanisme proporsat per Akashi K-l., et al. (1998)

per explicar la formado de liposomes unilaminars i l'adhesió entre liposomes de gran diámetre

en presencia de cations divalents. Els

resultáis obtinguts coincideixen amb els

d'lsele U. et al. (1994) amb suspensions

obtingudes per mésela de medi orgánic i

aquós amb concentracions variables de

NaCI.

Cal destacar que la majoria de les

suspensions de liposomes obtingudes amb

el Microfluidizer no son unimodals, sino que

la majoria presenta, en major o menor grau,

dues poblacions. Tot i que l'amplada pot

resultar indicativa d'aquest fet, no es posa

de manifest d'una manera concluent en cap
Fig. 147 Superficie de resposta que indica el grau

deis models matemátics presentáis, ja que d'unimodalitat (d) de les suspensions de liposmes obtingudes

el propi analitzador de partículas no ho ™b el Microfluidizer.
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quantifica. Aquest ¡nconvenient queda solventat amb el parámetro proposat a l'apartat 5.1.4 (Eq.

22). A la Fig. 147 es mostra la superficie de resposta per les mostres corresponents al cálcul del

volum encapsulat. El tipus de dependencia de d amb els factors fa que la resposta no pugui

ajustar-se a cap deis models matemátics emprats. Com s'aprecia, hi ha dues zones principáis

que proporcionen poblacions unimodals. La corresponent a SUVs es una conseqüéncia del límit

inferior de diámetre deis liposomes: en incrementar la pressió i el número de cicles la poblado

esdevé cada vegada mes petita i homogénia. A la segona zona (C1p2) els liposomes son mes

grans (D¡am~320 nm; Ampl -100 nm; d= 0,68 ± 0,048; n=5), i les condicions de cicles i pressió

per a la seva obtenció depenen de les característiques de la suspensió inicial de liposomes. Es

possible que amb suspensions mare diferents les condicions per obtenir distribucions unimodals

que no siguin SUVs canvi'ín o arribin a desaparéixer.

Finalment, cal indicar que existeixen homogenitzadors d'alta pressió que incorporen

sistemes d'extrussió (SchneiderT. et al., 1994). Consegüentment, aquests sistemes permeten

un control molt precís de la grandária deis liposomes, alhora que el producte que s'obté ja té

garantía d'esterilitat. En el cas del Microfluidizer, les própies característiques del procés també

impliquen l'esterilitat de la preparado, pero aquest fet no está reconegut per la normativa vigent.

D'altra banda l'aparell es apte per altres usos, fet que el direrencia d'aquells que queden limitats

per causa deis filtres que incorporen. Les necessitats i de cada usuari deteminaran el sistema

a emprar.

5.2.2 LIOFILITZACIÓ DE LIPOSOMES.

Un deis parámetres mes estudiáis en els processos de liofilització de liposomes es el

percentatge de retenció del solut encapsulat que té lloc en resuspendre les mostres. En el cas

en que la molécula encapsulada siguí liposoluble, resulta mes interessant conéíxer les variacions

físíques que experimenten les vesícules, ja que una retenció ¡mportant d'un marcador d'espai

aquós no indica necessáriament que no s'han produ'it processos de fusió. Així, Harrigan P.R.

et al. (1990) quantifiquen la retenció de solut en liposomes de diferents grandáries en presencia

de quantitats addients de trehalosa, pero no determinen les variacions de grandária deis

liposomes tot i mesurar el seu diámetre després del procés d'extrussió i abans de la seva

deshidratado. Amb aquesta informado s'hagués pogut determinar, per exemple, si les altes

retencíons (-75%) que mostren els liposomes petits (-76 nm) son causades per la conservado

de la seva estructura o per processos de fussió que donarien lloc a vesícules de gran diámetre

tot conservan! el marcador encapsulat, com té lloc en suspensions de SUVs (Schullery S.E. et

al., 1980). D'igual manera, la poca retenció del MLVs (<25%) podría ésser explicada entermes

de dismínució de diámetre o simplement per la fuíta del material encapsulat.

Els resultáis presentáis a les Fig. 98 ¡ 99 indiquen que hi ha variacions molt importants
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deis diámetre en mostres de SUVs quan es liofilitzen inclús en les condicions óptimes. Per tant,

en comparar-los amb els resultáis de retenció presentats per altres autors, pren consistencia la

hipótesi de la fussió deis liposomes, fussió que produiria una perduda relativament petita del

material encapsulat, pero importants alteracions de ¡'estructura original de les vesícules.

Contráriament en el cas de liposomes de major grandária, les petites alteracions de l'estructura

ocasionen un disminució de la retenció del solut hidrofílic. Aquest decrement pot estar associat

a la formació d'estructures de menor diámetre que es detecta mitjan?ant Panalitzador de

partícules.

Consegüentment, quan el material encapsulat es troba a les bicapes i es pretén obtenir

liofilitzats, resulta mes apropiat treballar amb sistemes que, encara que mostrin variacions grans

del volum encapsulat, tinguin variacions mínimes de la seva distribució de grandáries. En cas

de que la grandária de les vesícules suigui un parámetre importan! en ('eficacia de les

preparacions, aquesta queda garantida.

D'altra banda, es possible que la poca reorganizado de les membranes ocasioni una

perduda mínima del material hidrofóbic encapsulat. Aquest fet que es veu confirmat en la

liofilització de liposomes amb HBP (Fig. 135), ja que en aquest procés hi ha una petita

disminució de la quantitat de fármac encapsulat en els liofilitzats preparáis de nou.

5.2.3 OBTENCIÓ D'HIDROGELS AMB LIPOSOMES.

La independencia de la densitat óptica respecte la concentrado de Carbopol en els

liposomes de 800 nm i en el rang estudiat (Fig. 101a), i la invariabilitat del seu diámetre, indiquen

de manera directa i simple que els liposomes emprats no resulten alterats per la presencia de

l'hidrogel. En el cas deis de menor diámetre, les necesari deduir-ho a partir de les

característiques de les méseles realitzades amb diferents proporcions de Carbopol i fosfolípids

(Fig. 101 b).Contráriament, la bibliografía no proporciona referéncies directes de l'estabilitat de

les suspensions, sino que els treballs que aporten mes dades quantitatives no fan a partir de

mesures de la fuita d'algun marcador del volum intern deis liposomes.

Petelin M. et al. (1998) determinen l'estabilitat deis liposomes (constituíts per

SPC.colesterol, i un derivat de l'acid esteáric carregat negativament) en diferents gels a partir

de la comparado de la fuita d'una molécula encapsulada segons la suspensió estigui o no

inclosa en els gels. El gel que presenta resultáis óptims está constituít per polimetil metacrilat,

presentant les preparacions amb Carbopol, per períodes iguals o majors a un dia, una

disminució de la quantitat de solut encapsulat. Per tant, atenent a la mesura indirecta de

l'estabilitat, els resultats només son comparables amb els expossats a l'apartat 4.2.7, que

corresponen a estabilitats a curt termini, i no no son amb els de les Fig. 107 i 134, on es mostra

l'estabilitat física accelerada deis liposomes amb i sense HBP en hidrogels de Carbopol del

mateix tipus. Les discrepancies entre autors son abundants, i es possible que l'estabilitat
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depengui de molts factors, ja que en el mateix treball els pitjors resultáis s'obtenen amb un gel

que té com a component majoritari la carboximetil cel.lulosa, mentre que Gabrijelcic V. i Sentjurc

M. (1995) mostren, mitjangant la mateixa metodología, que amb aquesta substancia s'obté la

máxima estabilitat deis liposomes constituíts per fosfolípids neutres i saturats. D'altra banda,

Fujisawa S. et al. (1989) van determinar mitjangant ressonáncia nuclear magnética que les

bicapes ¡nteraccionen en major grau amb el dimer del metil metacrilat que amb el respectiu

monómer. Essent la interacció de tipus hidrofóbic, els resultáis de Petelin M. amb el polímer del

metil metacrilat s'allunyen del que caldria esperar.

La coincidencia de resultáis té lloc amb autors que només presenten resultáis qualitatius

de l'esíabilitat deis liposomes: la no alterado del diámetre de les vesícules incloses en hidrogels

de Carbopol que s'ha detectat a partir de les mesures amb el Microtrack UPA 150, també es

posa de manifest en els treballs de Skalko N. et al. (1998) i de Michel C. et al. (1992),

complementant-se, en aquest darrer, amb observacions de microscópia electrónica. D'altra

banda, la idoneitat del gels de Carbopol es veu reforfada peí fet de que no li están descrites

propietats com a tensioactiu, ja que inclús en polímers que presenten aquesta propietat a baixa

concentrado, els liposomes son estables quan s'incrementa la quantitat de gel com a

conseqüéncia, segons Bochot A. et al.(1998) de la disminució de la mobilitat de les cadenes del

polímer al si de la preparado.

Des del punt de vista de l'aplicacíó clínica, els liposomes amb principis actius resulten

efica9os com a vehicles quan están inclosos en gels de Carbopol (Esposito E. et al., 1998;

Michel C. et al. 1992), fet peí qual aquest tipus de formulado resulta recomanable.
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5.3

AVALUACIÓ DE LES

PREPARACIONS.
En cadascun deis següents apartáis es comenten els resultáis obtinguts amb les

preparacions amb liposomes sois, encapsulant-hi ditranol, hidrocortisona o butirat-propionat

d'hidrocortisona, i amb les emulsions amb oli de borratge.

5.3.1 LIPOSOMES OBTINGUTS AMB EL MICROFLUIDIZER 110S.

Els métodes d'análisi emprats en el seguiment de l'estabilitat de les suspensions s'han

mostrat complementaris. En referencia a l'estabilitat física, el seguiment de la densitat óptica es

mes sensible que el del diámetre de les vesícules: els incremenets de densitat óptica de les

suspensions amb SUVs no es relacionen amb la detecció de vesícules de major diámetre en les

análisi amb el Microtrack UPA 150. Possiblement aquest fet es degui a que els liposomes de

gran diámetre que causen els fenómens d'agregació/fusió de SUVs (Wong M. et al., 1982)

estiguin fora del rang d'análisi de l'aparell. Aquest fet pot explicar els resultáis de Grit M. et al.

(1992) en l'esludi deis diámetres i polidispersió de liposomes a 40°C i 60°C: tol i deleclar canvis

en la composició química de les mostres, les análisi per espectroscopia de correlació folónica

no hi deleclaren alleracions. La baixa estabilital deis SUVs els ha fet desaconsellables per a

l'encapsulació de les substancies hidrofóbiques presenlades ais allres apartáis.

Els decremenls del pH de dispersions amb lípids duranl l'emmagalzemalge han eslat

descrils anteriormenl per varis aulors (Talsma H. el al., 1994; Zeevi A. el al., 1994), i la majoria

d'ells acceplen que es una conseqüéncia de la formació d'ácids grasos lliures provinents de la

hidrólisi deis fosfolípids (Grit M. et al., 1993a). El conlrol del pH resulla essencial per a la

conservado de les moslres, ja que el valor inicial ajuslal miljancanl tampons d'elevada capacitat

reguladora condiciona la degradado deis fosfolípids, siluanl-se el pH óplim per evitar-la al

voltant de 6,5 (Grit M. i Crommelin D.J.A., 1993b; Crommelin D.J.A. el al., 1994). Aquesla

dependencia es posa de manifesl en els resullats oblinguls per Misík V. el al. (1991), en els

quals es compara l'estabililal química deis fosfolípids segons hagi o no control del pH. Els aulors

Iroben una bona correlació enlre el pH i l'índex d'oxidació de moslres manlingudes a 50°C,

proposanl que ambdós processos posen de manifest el següent mecanisme degradatiu:

l'increment de diens conjugáis precedeix ralliberamenl de prolons al medi causal per la hidrólisi

deis fosfolípids. Els resullals presenlals a la Fig. 106, pero, no permelen eslablir una relació lan

direcla entre la variado d'aquests dos parámelres: les moslres conservados a 4°C presenten

una important variado del pH en el Iranscurs d'un any, pero no teñen l'increment de l'índex
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d'oxidació que caldria esperar si es compara el seu pH amb el de les mostres mantingudes a

40°C. Es per aquesta rao que, contráriament a les propostes de Misík, els resultats indiquen que

les variacions del pH i de l'índex d'oxidació es deuen a fenómens químics poden teñir lloc

independentment un de l'altre. La no detecció de formes liso en la mostra conservada a 40°C

sembla indicar que l'índex d'oxidació no es un bon indicador del grau d'hidrólisi pero, en no

haver-se realitzat l'análisi per TLC de les mostres conservados a altres temperatures, no es

possible determinar totalment aquesta previsió. D'altra banda, els treballs de Zuidam N.J. et al.

(1996) plantejen dubtes sobre la relació entre el pH i la formado d'ácids grasos lliures: en

abséncia d'oxígen les mostres de liposomes sotmeses a radiado gamma no teñen variado de

pH, pero la degradado deis fosfolípids es del mateix ordre que en les mostres ¡rradiades en

presencia d'oxígen, en les quals sí que es produeix una acidificado del medí. En tot cas, queda

palés que es necessari el seguiment de tots dos parámetres per controlar l'estabilitat química

de les mostres.

A mes de la temperatura, i d'acord amb l'exposat anteriorment, el pH del medi aquós ¡

la concentrado del tampó son factors determináis en Pestabilitat de les suspensions. Aixó no es

cert només des del punt de vista químic, sino també des del físic, ja que l'augment de la for?a

iónica del medi minva la repulsió entre liposomes carregats i afavoreix la seva agregado. La

concentrado del tampó té efectes contraris sobre cada parámetre: en disminuir es perd capacitat

reguladora del pH, pero s'afavoreix la separado entre liposomes carregats. Per tant es necessari

assolir unes condicions que situin el sistema en un punt que equilibri tots dos fets.

En referencia a les preparacions amb Carbopol 940, tots els parámetres mostren una

millora respecte de les presentacions liquides, fet peí qual es recomana la seva utilització.

L'avaluació de la capacitat hidratant de les suspensions de liposomes mitjangant

métodes no invasius posa de manifest que, amb aplicacions oclusives de 4 h, no hi ha

variacions significatives ni del grau d'hidratació ni de la fundó barrera de la pell. Contráriament,

en les mateixes condicions l'efecte oclussiu de la crema, manifestat per l'augment del grau

d'hidratació de la pell, es evident. La comparado deis resultats de les aplicacions de liposomes

amb els de les aplicacions de tampó permet constatar que les variacions de TEWL detectados

ais 30 min, son únicament un efecte de l'adsorció/desorció de l'aigua per part de l'estrat corni.

Consegüentment, en aqüestes condicions els liposomes emprats no causen ni un aport exógen

d'aigua, ni un efecte oclussiu que retingui l'aigua del propi organisme. A mes, en retornar ais

valors de TEWL iniciáis, es posa de manifest que no produeixen cap modificado de la funció

barrera de l'estrat comí, i que qualsevol alterado de les propietats de la pell que pugui detectar-

se ha de ser interpretada tenint en compte aquests fets.
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L'abséncia d'efecte hidratant oclussiu per part del üposomes constituios per fosfolípids

en estat cristall-líquid es compatible amb els experiments realitzts in vitro, i amb aplicado amb

oclussió, presentáis per van der Bergh B.A.I.et al. (1998). En ells es mostra que només els

liposomes en estat gel s'acumulen en forma de bicapes sobre l'estrat corni, mentre que en els

tractaments amb liposomes en estat cristall-líquid apareixen modificacions a les capes internes.

Aquest tipus d'interacció deis liposomes també es detectat en altres experiments in vitro

realitzats per Kuijk-Meuwissen M. et al. (1998), pero en aquest cas es dugueren a terme sense

oclussió.

5.3.2 ENCAPSULACIÓ DE DITRANOL EN LIPOSOMES.

El resultats obtinguts mostren que l'encapsulació d'aquest fármac en liposomes

constituíts per fosfolípids de soja o d'ou no es viable a causa del poc grau d'encapsulació i de

la baixa estabilitat que presenten les preparacions. Pero aquests resultats negatius no ¡mpideix

d'obtenir informació sobre les característiques deis sistemes obtinguts.

0.10

En primer lloc, el métode emprat que ha proporcionat els millors resultats en suspensions

aquoses es el basat en el sistema de Pro-Lipo S. A mes, mitjan9ant aquest procediment, s'ha

pogut determinar la máxima relació fármac/fosfolípid assolible (4,71 mg DT/g F). Tot i que els

intents d'encapsular ditranol en diferents tipus de liposomes ja van ser publicáis a principis de

la década de 1990, la bibliografía no proporciona valors de la relació de saturado d'aquests

sistemes ni del percentage encapsulat. Pero a partir de les concentracions emprades en els

diferents treballs es pot obtenir la relació

fármac/fosfolípid de cadascun d'ells. Sorprenentment,

els resultats deis cálculs indiquen unes relacions

extremadament altes en comparació amb el valor de

saturació presenta! anteriorment: 50 mg DT/g F en el ~

cas de Mahrle G. et al. (1991), i 25 mg DT/g F peí de

Gehring W. et al. (1992). En els dos casos

referenciats, les suspensions amb el fármac, que han

estat preparados per un fabricant de liposomes

(Naterman Phospholipid GmbH, Alemanya), teñen un

16% p/p d'etanol. Tot i que hi ha un 64 % p/p d'aigua, mg F/mL

el medí hidrófil de les suspensions anteriors pot Fig. 148 Concetracions máximes de ditranol en
suspensions de liposomes amb les bicapes

solubilitzar part del fármac, encara que ho fará en saturades.

menor quantitat de la que ho faria l'etanol pur, en el

qual té una solubilitat de -0,4 mg DT/mL etanol. Per tant, la diferencia entre els medis aquosos

pot serla causa de que trobem una contradicció tan notable entre les dades aquí presentados

o
c
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i les publicadas28. Pero no tot son discrepancias: en el cas de dispersions de niosomes, els

valors de concentrado assolida son mes similars, i el ditranol també presenta una rápida

degradado. La bibliografía indica concentracions máximes de 0,34 mg DT/mL (van Hal D.A. et

al., 1992), valor similar al de les suspensions obtingudes a partir de Pro-Lipo S.

A partir del valor experimental de saturado de les bicapes es pot obtenir el gráfic de la

Fig.148, en el qual es mostra el máxim percentatge de DT en les suspensions de liposomes en

funció de la concentrado de fosfolípids. Com s'observa, per tal d'aconseguir formulacions al 0,1

% p/p caldrien suspensions amb, aproximadament, 210 mg F/mL Cal teñir en compte que el

rendiment de la incorporado (Fig. 112) només seria, aproximadament, del 50 %, de manera que

seria necessari un procediment per tal s'obtenir el ditranol no solubilitzat. Aquesta concentrado

es molt elevada, i l'obtenció de suspensions d'aquestes característiques necessita de sistemes

que puguin processar mostres d'elevada viscositat. Pero la inestabilitat del fármac en les

suspensions fa inútil qualsevol intent d'obtenir aquest tipus de mostres amb la intenció de

comercialitzar-les. L'única possibilitat seria la preparado préviament a la seva aplicado en les

terapies de curt temps de contacte ("Anthralin", 1990; Harris D.R., 1998). Aquesta metodología

es factible amb les méseles de Pro-Lipo S, tot i que les preparacions estarien formades per

bicapes, no per liposomes, i contindrien un 20% p/p d'etanol (Ap. 4.3.2.2.4).

Els resultáis obtinguts amb les preparacions de REVs i MLVs mostren que la rápida

degradado del ditranol encapsulat en liposomes está afavorida peí propi fosfolípid. Aixó es posa

de manifest en els procesos d'evaporació les méseles clorofórmiques d'ambdúes molécules (Ap.

4.3.2.4). Provablement, el desencadenant del procés sigui la presencia de dobles enlla9os a les

cadenes d'ácid gras, ja que, d'una banda, están descrites interaccions entre el ditranol i les

membranes biológiques (Wiegrebe W. i Müller K., 1995), i a mes, varis deis diversos radicáis

d'oxigen que produeix el ditranol son molt solubles en un entorn lipidie (Müller K., 1997a). Les

observacions qualitatives de Mahrle G. et al.(1991) recolzen aquest fet, ja que la mostra mes

inestable de les diverses suspensions estudiades es la que incorpora oli d'origen vegetal ric en

ácids grasos insaturats.

Dues son les estratégies que poden causar una millora de l'encapsulació i estabilitat del

ditranol en liposomes: la modificado química del ditranol, i el canvi en els constituents de les

bicapes lipídiques.

La baixa relació de saturado de les bicapes es una conseqüéncia de ('estructura

28 D'altra banda, es necessari indicar que en el treball de Mahrle G. et al. (1991) es
descriu la utilització d'una preparado que, donada la incorporado d'oli vegetal, no conté
únicament liposomes (Ap. 4.2.4.4). Aquest fet es freqüent en altres treballs que, com en de
Hofland H.E.J. et al. (1995), fan servir prepracions comerciáis, de manera que l'análisi deis
resultats des del punt de vista de l'efectivitat deis liposomes no es correcta.
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molecular del fármac. L'antracé i el fenantré teñen uns coeficients de partido membrana/aigua

eleváis que es correlacionen amb els de partido octanol/aigua (Sikkema J. et al., 1994). Aquesta

característica aportada pels anells junt amb la presencia de funcions polars distribuídes

asiméticament en el cas del ditranol, el fan un candidat escaient per a la incorporació en bicapes

atenent al seu carácter amfipátic. Els resultáis de Sanders Ch. R. et al. (1993) en l'estudi de la

interacció de membranas i moléculas aromátiques amfipátiques, constaten que el ditranol té un

comportament totalment contrari a l'esperat: no es capa9 de reorientar les bicapes en presencia

d'un camp magnétic. Els autors, sense raportació de cap altre dada experimental, proposen

vanes causes: una baixa solubilitat en les bicapes, l'abséncia de propietats detergents, i/o una

orientado diferent de Pesperada en la inclusió del fármac dins de la bicapa (es preveía que el

pía de l'anell, en quedar paral-lel a les cadenes d'ácid gras, orientes les bicapes de manera que

la seva superficie fos perpendicaular al camp magnétic). Aquests fets son compatibles amb la

relació de saturado DT/F calculada, i indueixen a proposar que la inclusió de fragments apolars

en el ditranol minoraría la seva encapsulació. Si aqüestes modíficacions es realitzessín en el

carboní 10 (veure annexe) inclús es podría millorar la seva estabilitat química, ja que es en

aquesta posició on s'originen els radicáis que porten a la seva degradado. Tot i que la

bibliografía descríu ('existencia d'una gran quantitat d'aquests i altres derivats (Berset J.-D. i

Krebs A., 1990), i fins ¡ tot s'aporten estudis in vitro d'activitat antíproliferatíva de queratinócits

(Bonnekoh B. et al., 1991; Müller K. et al., 1997b), encara no s'han presentat treballs sobre la

obtencíó de liposomes amb aqüestes molécules encapsulades.

La segona línia d'acció que es proposa per millorar els resultáis d'estabilitat de les

suspensions de liposomes amb ditranol es la utilització de fosfolípids saturáis. Lindahl A. (1992)

descriu la oblencíó de cremes amb dilranol a les quals s'empren dos monoglicérids com a fase

grasa (o/w -28 % p/p). El majoritari, amb un 21 % p/p, es el monomiristat de gliceril, que no

presenta ¡nsaturacíons, essent el 7 % p/p restant el monolaurat de gliceril, que en té una. En els

crístall líquíds que es preparen, el dítranol té una esabilitat química excel-lent durant els 18

mesos que duren els controls a 25°C, fet que indueix a pensar que la molécula no expossa el

carboní 10 al medí aquós, en el qual es molt reactiu. A mes, aquest típus de formulacions

disminueixen la irritado de la pell, en especial quan es convina amb la irradiado d'UVB (van der

Vleuten M. et al., 1996). D'altra banda, la obtenció de suspensions estables de partículas de

polivinilpirrolidona amb dítranol per part de Delneuville I. et al. (1998), també dona suport a la

idea de que un medi apolar químicament inert o poc reactiu es l'entorn idoni peí ditranol.

La utilització de fosfolípids saturáis enlloc deis insaturals seria un bon puní de partida

per assajar noves formulacions amb liposomes. Molts deis proveídors a gran escala de matéries

primeres lipídiques ofereíxen fosfolípíds d'origen nalural saturáis calalíticamenl. L'alta

lemperalura de Iransició d'aquesles molécules fa que siguin necessaris processos d'escalfament



252

que poden resultar crítics peí ditranol. Pero la utilització de reactora addients, la operado sota

una atmosfera inert, i el control precís de la temperatura fan viable aquests métodes (Lindahl

A., 1992). Una altra opció seria la utilització de fosfolípids saturats de cadena curta, com la

DMPC, que té una temperatura de transido de 23,5°C, la qual cosa permet treballar amb ella en

estat cristal! líquid a temperatura ambient. Cal teñir en compte que aquesta darrera proposició

només té sentit des d'un punt de vista d'investigació básica, ja que els alts preus de cost

d'aquest tipus de materia primera els fan inviables per a la fabricado de productes amb finalitats

comerciáis.

En referencia a l'assaig d'irritació in vitro, els resultáis son satisfactoris pero poc

concluents ja que, tot i que la bibliografía indica que els dos parámetros son independents (Prins

M. et al., 1998), es convenient comprovar si la disminució del grau d'irritació que causa la

suspensió de liposomes amb ditranol, va acompanyada del manteninent de la seva activitat

terapéutica. Els resultats son contradictoris ais presentats per Gehring W. et al. (1992) sobre

l'avaluació in vivo de l'eritema causal per la formulado amb liposomes i ditranol comentada a

l'inici d'aquest apartat. Els autors conclouen que hi ha una potenciado de la capacitat irritant que

está causada per un increment de la penetrado del fármac a través de la pell. Pero en cap cas

es realitza un blanc amb el qual es posi de manifest si aquest augment es degut a l'etanol que,

en un 16% p/p, forma part de la preparado.

Per tant, resulta important determinar alhora la capacitat irritant i terapéutica de les

suspensions amb ditranol, efectes que están directament relacionáis amb la composició del

vehicle en el qual s'incorpora el fármac. Tant es així que l'acid sal.licílic, una molécula molí

emprada com a estabilizador del ditranol, incrementa notablement l'efecle irritant de les

formulacions sense que aixó impliqui una major activilal terapéutica (Prins M. et al., 1998).

Aquest efecle no desitjat pot evitar-se empranl vehicles en els quals el fármac siguí prou estable

i, per tant, no necessiti d'allres componenls.

5.3.3 ENCAPSULACIÓ D'HIDROCORTISONA EN LIPOSOMES.

Tot i els traballs pioners de Lasch J. i Wohlrab W. que demoslraven un increment del

fármac a l'epidermis i la dermis quan s'aplicava en líposomes (Lasch J. i Wohlrab W., 1986;

Wohlrab W. i Lasch J., 1987), i els posleriors on es conslata que aquesl efecte va acompanyat

d'una absorcíó sistémica menor que en el cas de preparacions convencionals (Wohlrab W. et

al., 1992), no es traben referéncies bíbliográfiques que descriguin les caraclerísliques

d'encapsulació d'aquest fármac ni procesos de preparado tret deis tradicionals d'escala

laboratori.

Els resullats presentats a l'apartat 4.3.3 mostren que la utilització convinada de Pro-Lipo

S i Microfluidizer es efica9 alhora d'obtenir a escala industrial suspensions de liposomes amb
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HC encapsulada. Els beneficia de la utilització de Pro-

Lipo S indiquen que es viable obtenir suspensions

similars a partir de dissolucions etanóliques de

fosfolípids en les quals el fármac també pugui

solubilitzar-se, pero es necessari teñir en compte que

la concentrado de l'alcohol es un factor determinant

en el diámetre de les vesícules (Ap. 4.2.5.3) i que els

SUVs son els liposomes menys estables. D'altra

banda, el procés d'homogenització podría fer possible

l'ús de méseles solides de fosfolípids i HC, ja que s'ha

constatat que en incrementar el número de cicles i la F¡g
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149 Concetracions máximes
pressió de treball, la relació de saturació HC/F es la d'hidrocortisona en suspensions de liposomes

amb les bicapes saturados,
maleixa que la que s'obté en el cas d'MLVs. Aquests

resultáis indiquen que el grau de mésela assolit en les pel-lícules oblingudes per evaporado del

cloroform en un mélode de laboratori també es pot aconseguir a escala industrial augmentan!

el grau d'homogenització de la mostra (mes cicles ¡ mes pressió).

L'objecliu d'aconseguir suspensions amb el 0,5 % p/p d'HC en liposomes només es

possible amb concenlracions de -175 mg F/mL en sislemes salurats (Fig. 149). Cal lenir en

comple que el repartimenl del fármac entre el medi aquós ¡ les membranes fa que l'encapsulació

sigui menor del 98,3% que s'obté amb suspensions de 50 mg F/mL, ja que en augmentar la

concentració de fosfolípids també ho fa la d'etanol. En cas de no Ireballar amb sislemes

saturáis, el rendiment del procés será mes gran (Fig. 120), pero será necessari augmentar la

concentració de F per assolir el 0,5% p/p d'HC. A mes, caldria obtenir la constanl de repartimenl

del fármac entre les membranes i el medi aquós per tal de determinar el seu grau

d'encapsulació. Ara be, el fet de que es comercialitzin formulacions dins d'una rang de

concentracions del 0,25-2,5 % p/p d'HC (Tauber U., 1994) fa possible suspensions comerciáis

amb concentracions menors de fosfolípids.

D'altra banda, les relacions de saturado HC/F obtigudes amb Pro-Lipo S (25,8 ± 1,17 mg

HC/g F) son del maleix ordre de les que s'indiquen en allres treballs d'estudis d'efectivital

realilzats amb liposomes (24 mg HC/g F; Lasch J. i Wohlrab W., 1986) i niosomes (20 mg HC/g

lípid; Waranuch N. et al., 1999), tot ¡ que en cap d'ells s'indica el grau de saturado de les

vesícules. Per aquesta rao els resultáis obtinguts amb REVs son indicalius d'un procés

excepcional. Aquesla excepcíó possíbilita assolir una relacíó máxima que se sitúa entre els 100

¡200 mg HC/g F pero només de manera provisional, ja que el sistema evoluciona rápidament de

manera que part d I'HC encapsulada es alliberada i precipita. Per tant, només estabilitzant Peslat

de sobresaturació deis liposomes seria viable l'ús d'aquest tipus de formulacions, que podrien
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estar constituidas, en el cas menys favorable, per concentracions quatre menors de fosfolípids

que la requerida en el cas deis Pro-Llpo S.

Es important assenyalar que hi ha dues possibilitats de prodúcelo de liposomes amb HC

a gran escala amb Pro-Llpo S (o similar) i el Microfluidizer. La primera opció es realitzar-lo a la

concentrado final desitjada. La preparado de suspensions concentrades i saturades que

servirien de mare per obtenir-ne les fináis, i que impliquen treballar amb volums menors, no seria

d'utilitat degut a la velocitat amb la que el fármac fuita de les membranes quan s'altera l'equilibri

entre les dues fases presents. Per tant, qualsevol procés de dilució implica un percentatge

d'encapsulació menor, tot i que la concentració total d'HC seria la desitjada. Aquest fet s'ha

posat ámpliament de manifest en els procesos emprats per determinar els percentatges

d'encapsulació de I'HC. La baixa capacitat de retenció del fármac es una conseqüéncia comú

en aquelles sustancies amb poca solubilitat en aigua pero que albora presenten valors mitjans

del coeficient de partido octanol/aigua (Gulati M. et al., 1998). En el cas de I'HC, el log P0/w

(logaritme del coeficient) té un valor d'1,6 (Waranuch N. et al., 1999), fet que explica els resultats

obtinguts.

La segona opció del procés productiu es preparar mares concentrades que han de diluir-

se amb el medí aquós préviament saturat de fármac. D'aquesta manera, tot i que implica una

etapa mes, s'evita la desencapsulació del fármac durant la dilució, i els volums de treball son

menors.

L'estabilitat física de les suspensions s'ha mostrat deficient, ja que en cap de les

condicions d'emmagatzematge s'ha arribat a I'any en bon estat. Aquest fet pot indicar que el

fármac actúa com a disrruptor de la membrana, de manera que seria convenient assajar

Pestabilitat de liposomes que, a mes, incorporessin colesterol, molécula que actúa com a

etabilitzador de la bicapa.

Complementáriament es a b

necessari l'estudi d'altres

formes de presentado com

son els gels i els liofilitzats.

Les análisi dutes a

terme amb espectroscopia

d'infraroig posa de manifest

l'existéncia d'interaccions

entre I'HC i el grup fosfat deis „. ,.„ ,n ... . . . . . ... _.. . . - f,, .r Fig. 150 a) Possibles interaccions entre la hidrocortisona i els fosfolipus.
fosfolípids en pel-lícules b) Situado del colesterol dins de les bicapes lipídiques.
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fomnades per méseles de les dues molécules. Les modificacions de les posicions deis pies del

fosfat son explicables per la formado d'enllagos d'hidrogen en els quals hi participen els grups

alcohol del fármac. L'establiment d'aquestes interaccions entre l'etanol o butanol i els fosfolípids

ha estat descrita per Chiou J.S. et al. (1991; 1992), i els resultáis obtinguts amb I'HC son

coincidents amb els presentáis en els treballs citats en els següents aspectes: primer, en

presencia de grups alcohol es produeix un despla9ament deis pies del grup fosfat, el qual está

acompanyat de Paparició d'una banda ampia situada entre 3275 i 3235 cm"1 (a -3240 cm"1 en

el cas de I'HC) i que es una conseqüéncia del complex format pels grups alcohol i els fosfolípids;

segon, el grup colina no presenta cap modificado donat que no es donador de protons; i tercer,

el grup carbonil deis fosfolípids té un Heuger despla9ament cap a números d'ona mes grans,

original provablement per la situado en un entorn mes hidrofóbic.

A mes de la formado d'enllacos d'hidrogen amb els grups alcohol, I'HC mostra un canvi

en la posició del grup carbonil del carboni 3, que en les méseles amb fosfolípids deixa d'establir

els enlla9os intemoleculars presents a la forma sólida. Aquest conjunt de resultáis indiquen que

mentre la zona amb fundons alcohol se silua en proximilal del grup fosfat deis fosfolípids, Paltre

extrem de la molécula s'inserta a la regió inlerfacial (Fig. 150a). Per tant, la situado espaial de

I'HC a les bicapes es la inversa de la que presenta el colesterol, que se silua amb la cua

hidrocarbonada orientada cap a l'interior hidrofóbic (Chapman D., 1993; Gennis R.B., 1989;

Slater J.C. i Huang Ch., 1992). Donat que en medís aquosos els esteroides mostren la seva

incorporado a les membranes (Kühn-Velten W.N. ¡ Kempfle M.A., 1993), i que I'HC présenla un

insolubililal total en olis, cal esperar que a les suspensions de liposomes la inleracció anterior

sigui la causa de l'encapsulació del fármac a les vesícules. La posició de I'HC en els liposomes

podría ser la causa de la inestabililat física que preenlen les suspensions, ja que causa una

separado deis caps polars que no es compensada a la zona hidrofóbica, contráriament al que

passa amb el colesterol, que actúa com a estabilitzador de les membranes.

El model propossat es coherent amb els resudáis i conclusions presentáis per

Arrowsmilh M. el al. (1983) en els esludis lermodinámics de les interaccions entre diferents

esteroides i bicapes de DMPC. En ells, mitjangant la mesura deis canvis d'entropia que suposa

la ¡nserció de les molécules a les bicapes, es constata que la orientado deis ésters C-21 (acetat

i butirat) de la cortisona teñen una orientado diferent a la de la molécula no esterificada, la qual

es del mateix tipus que la que presenten els altres esteroides no derivatilzals estudiáis

(hidrocortisona, progeslerona, corticosterona, desoxicortícoslerona i 17a-hidroxi-11-

desoxícortícosterona).

Pero, d'allra banda, les conclusions presentados per Golden G.A. et al. (1998) no avalen

el mecanisme d'inleracció de la Fig. 150. Els aulors proposen que I'HC ocupa la siluació cenlral

de la bicapa i que es despiafada cap al grup polar en augmenlar la quanlilal de colesterol. Ara

be, els perfils de densitat electrónica que presenten no pemeten extreure tal afirmado per varíes
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raons. En primer lloc, s'observa que en abséncia d'HC el colesterol causa un augment de

densitat electrónica a la zona mes interna de la bicapa, que es on els autors afirmen que

s'inserta el fármac en presencia de quantitats petites de colesterol (0,2:1 colesterol/fosfolípid

mol/mol). Donada la posició del colesterol a les bicapes (Fig. 150b), els resultats que presenten

el que sí indiquen es que els anells de I'HC es sitúen a la mateixa zona que ho fan els del

colesterol. En segon lloc, no expossen les raons que permeten considerar que les variacions

observades son un efecte del desplacament de I'HC i no del colesterol. I, finalment, no ni ha cap

perfil de densitat electrónica realitzat en abséncia de colesterol, de manera que no es pot

comparar la membrana fosfolipídica pura amb una que incorpori el fármac.

Aquests fets, conjuntament amb la ja comentada insolubilitat total de I'HC en olis, ais

resultats d'Arowsmith, i a les interaccions entre el fármac i els fosfolípids detectados per

infraroig, fan ¡nviable la localització de I'HC a la zona hidrofóbica de les bicapes, i donen suport

al mecanisme d'interacció proposat.

5.3.4 ENCAPSULACIÓ DE BUTIRAT-PROPIONAT D'HIDROCORTISONA

EN LIPOSOMES.
La relació máxima HBP/F assolible en els liposomes permet obtenir suspensions amb

el fármac al 0,1% p/p, a concentracions moderades de fosfolípids, i mitjancant procesos de

producció a gran escala. Com en el cas de l'hidrocortisona, el fármac fuita deis liposomes en cas

de dilició amb un medi que no estigui en equilibri amb el de la suspensió. Es per aquesta rao

que, en cas de preparar dispersions concentrades per tal de diluir-les posteriorment, es

necessari fer-ho amb un medi que contingui el fármac. A la Fig. 151 es mostren les

concentracions máximes assolibles en sistemes que presentin la saturado de les bicapes.

En comparado amb I'HC, la incorporado de

I'HBP amb les membranes presenta dues diferencies

fonamentals relacionades entre si: s'encapsula una

relació fármac/fosfolípid major (47,9 ±2,1 mg HBP/g

F), i la ¡nteracció amb la bicapa es mes forta, ja que

mostra un fuita menor en diluir els liposomes a les

cromatografies d'exclusió molecular. Evidentment

aqüestes diferencies son conseqüéncia de

l'esterificació a les posicions 17 i 21 (veure annexe).

Aquesta estrategia es la recomanable per tal de dirigir

l'encapsulació cap a les bicapes, ja que s'ha mosírat

O 50 100 150 200

mg F/mL

Fig. 151 Concentracions máximes de butirat-
en nombrases ocasions (Gulati M. et al., 1996), propionat d'hidrocortisona en suspensions de

i ja va ser emprada en els primers experiments liposomes amb les bicapes saturades.
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d'encapsulació d'esteroides realitzats per Fildes F.J.T. et al. (1978). En ells es determina una

relació máxima fármac/fosfolípid situada al voltant de 1:6,3 mol/mol per a l'encapsulació del 21-

palmitat d'hidrocortisona en liposomes constituits per DPPC, una relació doble de la trabada per

I'HBP (1:13 mol/mol).

Generalment, la eficacia deis fragments hidrofóbics en la millora de l'encapsulació es pot

preveure mitjancant els canvis que determinen en la constant de repartiment octanol/aigua (P0/w)

de la molécula original, ja que en la majoria de casos aquesta constant es proporcional a la de

repartiment entre membranes i medi aquós. Per exemple, en els casos deis metil, etil, propil o

butil p-amino-benzoats, es produeix un increment de la constant de repartiment membrana/aigua

proporcional al número d'atoms de carboni del substituent alquil (Ma L. et al., 1991). Peí cas

de I'HBP, el seu log P0/w es pot estimar a partir del de I'HC (log P0/w =1,6) i de les modificacions

respecte a ella29. Així, la indussió deis substituents propil i butil suposen un increment de log P0/w

fins a un valor de 4,73 (Torres J., 1998), de manera que la molécula se sitúa vora de les que son

considerades com altament hidrofóbiques (Gulati M. et al., 1998) i, per tant, ha de mostrar una

major preferencia d'inserció a les bicapes en front del medi aquós, tal i com es comprova

experimentalment.

Obviament, l'augment de la capacitat d'inserció a les membranes va acompanyat d'una

major retenció del fámnac. Pero, tot i ser mes importan! que en el cas de I'HC, també es produeix

una rápida pérduda del fámnac en diluir la mostra despla?ant l'equilibri entre les dues fases

presents. Per tant, la doble esteríficació amb un total de set átoms de caboni no resulta prou

eficient com per assegurar la retenció total del fármac a la membrana. Aquesta unió feble entre

les cadenes curtes i les membranes ja es va posar de manifest amb el 21-octanoat

d'hidrocortisona (Shaw I.H. et al., 1976), que es desencapsulat molt mes rápidament que el 21-

palmitat. Els treballs de Webb M.S. et al. (1998) constaten el mateix fet inclus amb lípids, ja que

té lloc amb ceramides amb cadenes de 8 átoms de carboni emprades com anclatge hidrofóbic

del polietilenglicol (-2000 Da), pero no es dona amb ceramides amb cadenes de 24 átoms de

carboni.

Per tant, sí que cal teñir en compte aquest fenómen en els procesos d'obtenció de les

suspensions de liposomes amb HBP, pero en tractar-se de formulacions d'aplicació tópica que

no son dilu'ídes durant la seva aplicado, no es produiran alteracions ¡mportants fins que es

modifiqui ('estructura deis liposomes en la interacció amb l'estrat corni.

La orientado de la molécula dins de la membrana es fácilment previsible a partir de les

consideracions anteriors: les dues cadenes hidrocarbonades insertados en major o menor grau

a la zona hidrofóbica obliguen a l'anell a situar el grup carbonil del carboni 3 dirígit cap a la zona

polar de la bicapa. Aquesta previsió es veu confirmada pels experiments d'FTIR, ja que no es

29 El programa emprat per realitzar Pestimació ha estat el LOGKOW, específíc per a realitzar aquesta
mena de cálculs. A l'adreca http://esc.syrres.com/~ESC/kowint.htm es pot trobar una demostrado del programa.
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detecta cap modificado ni en els pies corresponents ais grups fosfat deis fosfolipids, ni a la zona

corresponent al grup OH del carboni 11 de I'HBP, ni en el pie deis carbonils de la mateixa

molécula. Per tant, el mecanisme d'interacció entre el fármac i els fosfolipids ha d'ésser

bássicament hidrofóbic, contráriament al proposat per I'HC. Aquesta tesi es veu refor?ada pels

treballs i conclusions de Fruttero R. et al. (1998) en l'estudi de la interacció entre diferents (p-

metilbenzil)-alquilamines i liposomes. Els autors proposen quatre grups fonamentals d'interacció

entre les molécules estudiados i les bicapes: purament elecrostática pels ions petits;

lleugerament electrostática i majoritáriament hidrofóbica pels ions de massa molecular elevada;

fonamentalment amb enllacos d'hidrogen i parcialment hidrofóbica per les molécules neutres i

petites; i, pels compostos grans i neutres, básicament hidrofóbica amb la possible formado

d'alguns enllacos d'hidrogen. La llargada de la cadena alquílica condiciona el comportament del

sistema, situant-se el valor crític en 4 átoms de carboni. Per sobre d'aquest valor el repartiment

del fármac entre les dues fases está dominat per l'anclatge hidrofóbic dins les membranes.

Análogament, en el cas de I'HBP, en ser 5 els átoms de carboni que formen part del domini

hidrocarbonat de les cadenes alquíiiques, es produirá un anclatge que causará una orientado

de la molécula dins la bicapa.

Els millors resultats d'estabilitat química del fármac s'obtenen en els liofilitzats, seguit

deis hidrogels, essent les formulacions liquides les mes inestables. Degut a que no es freqüent

la comercialització de product.es d'aplicació tópica liofilitzats, es proposa emprar aquest sistema

únicament com un mitjá de conservado de remanents que, previa resuspensió, poden ésser

incorporáis en hidrogels per obtenir preparáis de forma rápida. Cal recordar que no s'ha afegit

a cap mostra cap mena de conservan!30, per la qual cosa cal esperar una millora en les

formulacions comerciáis que sí els incloguin.

L'avaluació de la capacitat vasoconstrictora de I'HBP en liposomes resulta negativa, ja

que amb aqüestes formulacions hi ha una disminució del temps de laténcia i un augment de la

intensitat máxima. Aquests resultats, pero, no son una conseqüéncia del vehicle del fármac, sino

que teñen el seu origen en l'adsorció i desorció de l'aigua per part de l'estrat corni (Ap. 4.3.1).

El flux a través de la pell del nicotinat de metil es depenent de la concentració de la dissolució

aplicada (Rittirod T. et al., 1999), i es per aquesta rao que, en augmentar transitóriament i local

el contingut d'aigua a les capes mes extemes de l'estrat corni, també ho fa la concentració del

vasodilatador. El resultat es una disminució del temps de laténcia i, consegüentment, un

augment de la quantitat de nicotinat de metil que hi arriba. L'efecte que es produeix en aplicar

30 En emprar Pro-Lipo S, les suspensions de liposomes contenen els antioxidants que porta aquesta
materia primera. En concentracions de 20 mg F/mL , pero, les concentracions son molt petites: ~ 150 ppm d'a-
tocoferol, i ~75 ppm de palmitat d'ascorbil.
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pegats amb el medi aquós de les suspensions posa de manifest aquesta interpretado. Degut

a que les diferencies entre les aplicacions amb liposomes sense el fármac i amb ell no son

significatives (tot i que son comparables ais de la crema i el control), els resultáis no posen de

manifest d'una manera clara la capacitat deis liposomes per actuar com a vehicle de I'HBP. Ca!

indicar que els percentatges d'inhibició en ambdós casos son, pero, inferiors ais presentáis per

Duteil L et al. (1990) en un estudi del mateix tipus on s'avaluava, entre altres corticoesteriodes,

la hidrocortisona i el butirat d'hidrocortisona en cremes (mostraren inhibicions situades entre el

33 i 45 %).

Ara be, tant les observacions visuals de l'enblanquiment de la pell, com els resultáis

histológics, confirmen que I'HBP encapsulat en liposomes actúa sobre les estructures cutánies

d'humans i de ratolins. Les disminucions deis gruixos deis teixits adipós i muscular indiquen que

durant el temps del tractament les dues formulacions produeixen el mateix efecte. Per tant,

tenint en compte que la capacitat atrofiant del fármac pot emprar-se com a referencia del la seva

eficacia com a antiinflamatori (Penneys N.S., 1992; Surber C. et al., 1995; Woodbury R i Kligman

A.M., 1992), seria convenient realitzar el mateix experiment amb tractaments mes curts.

D'aquesta manera es podría determinar si les suspensions de liposomes afavoreixen l'acció de

I'HBP. Igualment adient resultaría mesurar l'acció vasoconstrictora del fármac en humans

mitjan9ant técníques d'espectroscópia de reflectáncia, métode no invasiu que quantífica la

colorado de superficies (Chan S.Y. i Po A.L.W., 1992; Andersen P.H., 1997).

5.3.5 OBTENCIÓ D'EMULSIONS OB/F.

La metodología emprada per a la obtenció d'emulsions al 2 % p/p d'oli de borratge

estabilidades amb fosfolípids ha resultat eficient i pot ser transferida directament a la industria.

La seva producció pot resultar novedosa per dues raons: primera, per que no está extés el seu

l'ús en formulacions d'aplicació tópica; i, segona, per que s'ha demostrat que interacciona amb

l'estrat corni huma (Leopold C. i Lippold B.C., 1995), a diferencia de les vesícules de

triacilglicéríds que no presenten fosfolípids a la seva superficie. Cal, pero, comentar unes

modificacions que farien el procés productiu mes simple.

Com ja s'ha comentat peí cas deis liposomes, es poden emprar dissolucions etanóliques

fosfolipídiques que continguin una proporció similar de fosfolípids carregats a la present ais Pro-

Lipo S. Aquesta materia primera, que pot ser subministrada peí mateix fabrícant deis Pro-Lipo

S, implica una reduccíó de costos important.

D'altra banda, a la bibliografía es possible trabar preparacions que contenen una gran

varietat de relacíons en pes entre l'oli ¡ les molécules estabilizadores (tensioactius i fosfolípids).

Kan P. et al. (1999) empren una relació en pes d'1,4 en emulsions que incorporen paclitaxel (un
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fármac antineoplásic), mentre que a les formulacions comerciáis destinades a suplement

energétic analitzades per Férézou J. et al. (1994), les relacions van des de 8,3 fins a 25. Els

motius que han determinat l'estudi de'emulsions amb una relació inicial OB/F=1 han estat

expossat a l'apartat 4.3.5.1. Ara be, tenint en compte que cap de les formulacions assajades no

ha presentat separado de fases, seria convenient augmentar la relació OB/F emprada en les

méseles iniciáis. El motiu d'aquesta afirmado es que les análisi d'FTIR mostren que h¡ ha un

excés de fosfolípids que, en no formar part de la monocapa que estabilitza les microgotes OB/F,

constitueixen liposomes, de manera que només un 7,5 % deis fosfolípids actúa com a

estabilitzador de l'emulsió. Com s'ha comentat, aquest excés evita que s'observi una separado

de fases ¡mportant durant els assajos de centrifugado, condició indispensable per comercialitzar

un producte d'aplicadó tópica, pero donat que durant els estudis d'estabilitat accelerada no s'ha

produ'ít aquest fenómen, seria convenient estudiar el comportament físic de les emulsions

preparados amb una reladó OB/F p/p inicial de 5. Aqüestes, com les OB/F =1, no presenten oli

sobrenedant després de la ultracentrifufgació, fet que indica una bona estabilitat de l'emulsió.

Peí que fa a les característiques de les microgotes OB/F obtingudes, resulten diferents

de les presentados per Férézou J. et al. (1994) en l'estudi de les formulacions preparados per

Kabi-Pharmacia. En el nostre cas la relació molar OB/F es de 10, mentre que en les mostres

comercialitzades es d'aproximadament 20. Aqüestes diferencies son, provablement, una

conseqüéncia del métode de preparado, ja que les grandáries de les microgotes també resulten

diferents (-127 nm i -350 nm respectivament). Pertant, en variar el diámetro de les vesícules

s'ha de produir també una variado de relació entre els seus components (Ap. 4.3.5.2).

En referencia a l'estabilitat de les diferents formulacions, i tal com era d'esperar, son els

liofilitzats el tipus de presentado que proporciona una major estabilitat química de I'OB. Es

produeix, pero, un augment del diámetro de les microgotes OB/F, de manera que els diámetros

de les vesícules de les resuspensions es sitúen per sobre del micrómetre i son observables per

microscopía óptica. Aqüestes variacions son del mateix ordre que les mesurados per Bamba J.

et al. (1995) en processos de congelado previs a la liofilització d'emulsions o/w que contenien

sucres a la fase aquosa i tensioactius com estabilitzants de la fase oliosa. Aquest augment de

la grandária de les vesícules també té lloc a les mostres liquides i, en major grau, ais hidrogels.

Donat que el 20 % deis fosfolípids emprats están carregats negativament i que la for?a iónica

del tampó es petita, Túnica possibilitat a assajar per tal de millorar l'estabilitat de les

preparacions no liofilitzades es incorporar glicerol al medi aquós. En augmentar la viscositat de

la fase continua diminueix el nombre de xocs entre vesícules i, consegüentment, s'alenteixen

els processos d'agregació i fusió.
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Peí que fa al procés d'obtenció de liposomes amb el Microfluidizer 11 OS,

* el control de la pressió, del número de cicles ¡ de la forga iónica del medi permeten determinar

amb precisió les característiques de les suspensions que s'obtenen.

Peí que fa a la determinado de la grandária de liposomes amb el Microtrack UPA 150,

* les análisi son exactes i precises sempre que:

i/ el temps de lectura siguí igual o major a 10 minuts,

¡i/ la concentrado de les mostres es situi dins de l'interval linial de la relació índex de

cárrega-concentració,

i¡¡/ la fraccíó en volum del dissolvent d'una mostra siguí igual o superior a 0,97,

¡v/ s'apantallin les cárregues deis liposomes carregats eléctricament.

Peí que fa a les suspensions de liposomes obtingudes amb el Microfluidizer 11 OS a partir

de Pro-Lipo S,

* a excepció deis SUVs, resulten estables en medi líquid, en hídrogels, i en liofilitzats en els

quals la relació sacarosa/fosfolípid p/p siguí igual o major a 1:1.

* no mostren un efecte hidratant oclussiu en tractaments de 4 hores de durada amb pegats.

Peí que fa a l'encapsulació de ditranol (DT) en liposomes obtinguts amb Pro-Lipo S,

* la relació máxima d'encapsulació del fármac es de 4,74 mg ditranol / g fosfolípid. Consegüent-

ment, son necessáries concentracions mínimes de l'ordre de 210 mg fosfolípid/ ml_ per assolir

formulacíons amb un 0,1 % p/p de fármac encapsulat.

* el fármac encapsulat presenta una estabilítat química molt baixa tant en medis líquids com en

liofilitzats, per la qual cosa les preparacions no resulten viables.

* les suspensions de liposomes amb DT mostren, a igualtat de concentrado, un grau d'irritació

menor que la crema comercial emprada com a referencia.

Peí que fa a l'encapsulació d'hidrocortisona (HC) en liposomes obtinguts amb Pro-Lipo S,

* la relació máxima d'encapsulació del fármac es de 25,8 mg hidrocortisona / g fosfolípid. Conse-

güentment, son necessáries concentracíons mínímes de l'ordre de 175 mg fosfolípid/ ml_ per

assolir formulacíons amb un 0,5 % p/p de fármac encapsulat.

* les suspensions de liposomes amb HC encapsulada presenten una estabilitat máxima inferior

a l'any conservados a 4°C i en la foscor. L'efecte disrruptor del fármac fa necessária una

modificado química per tal de fer viables les formulacíons.

* el fármac interaccíona amb el grup fosfat deis fosfolípids establint enllagos d'hídrogen. La

interacció es feble en medí aquós, i causa una rápida desencapsulacíó de I'HC quan la

mostra es diluida en un medi aquós que no presenta HC en equilibri amb les bicapes.
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Peí que fa a l'encapsulació de butirat-propionat d'hidrocortisona (HBP) en liposomes

obtinguts amb Pro-Lípo S,
* la relació máxima d'encapsulació del fármac es de 47,9 mg hidrocortisona / g fosfolípid. Conse-

güentment, son necessáries concentracions mínimes de l'ordre de 20 mg fosfolípid/ mL per

assolir formulacions amb un 0,1 % p/p de fármac encapsulat.

* la máxima estabilitat química de I'HBP en liposomes té lloc en preparats liofilitzats.

* I'HBP no interacciona amb el grup fosfat deis fosfolípids, de manera que s'inserta a la part

hidrofóbica de les bicapes.

* en aplicacions oclussives de 4 hores de durada en humans, no produeix una vasoconstricció

significativa mesurable mitjancant VLD, i com a conseqüéncia de l'adsorció/desorció d'aigua

per part de l'estrat comí, es detecta una alterado de la funció barrera de la pell.

* en aplicacions no oclusivos en ratolins haiiiess Skh-HR durant 15 dies causa atrofia cutánia.

Consegüentment, els liposomes actúen com a vehicle del fármac, el qual penetra dins la pell.

* les formulacionsobtingudes son una alternativa viable a les presentacions clásiques.

Peí que fa a les emulsions d'oli de borratge (OB) al 2% p/p estabilitzades amb fosfolipids

(F) obtinguts amb Pro-lípo S,

* poden obtenir-se a gran escala amb el Microfluidizer 11 OS, essent les mes estables les que

teñen una relació OB/F p/p igual o menor a 5:1.

* les obtingudes amb una relació OB/F p/p 1:1 amb el Microfluidizer a una pressió de 4 bar i en

7 cicles, presenten, tot i produir-se parcialment una fusió de les vesícules olioses, una bona

estabilitat física a 40°C, tant en les formes de presentado líquida, d'hidrogel o liofilitzada. Son
per tant, viables per a l'aplicació tópica.
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ANNEXE A / Abreviacions.
Ampl: desviado standard de la distribució de diámetres d'una poblado de liposomes (Ap. 3.1.2.8)
d: quocient entre el diámetre mitjá expressat en percentatge en número i expressat

en percentatge en volum (Ap. 5.1.4, Eq. 22).
DA: dantrona.
Diam: diámetre mitjá d'una poblado de liposomes.
DMPC: dimiristoilfosfatidilcolina.
DO: densitat óptica.
DPPC: dipalmitoilfosfatidilcolina.
DT: ditranol (o antralina).
ECF: espectroscopia de correlació fotónica.
EPC: fosfatidilcolina d'ou.
HBP: butirat-propionat d'hidrocortisona.
HC: hidrocortisona (o cortisol).
HPLC: cromatografia líquida d'alta ressolució.
F: fosfolípid.
Fl: forfa iónica.
FTIR: espectroscopia d'infrarroig amb transformada de Fourier.
FVdis fracció en volum de dissolvent.
FV|¡P fracció en volum de liposomes.
FVves fracció en volum de les vesícules.
GL: graus de llibertat.
log: logaritme decimal.
LPC: lisofosfatidilcolina.
LUVs: liposomes (vesícules) unilaminars grans.
min: minut/s
MLVs: liposomes (vesícules) multilaminars (Ap. 3.2.2.1).
OB: olí de borratge.
PA: ácid fosfatídic.
PC: fosfatidilcolina (o lecitina).
PE: fosfatidiletanolamina.
ppb: parts per bilió.
ppm: parts per milió.
P0/w: coeficient de partido octanol/aigua.
Q%: relació porcentual entre el quocient d'absorbáncies del ditranol a 355 i 430 nm

en un dissolvent, i el mateix quocient en cloroform (Ap. 3.1.1.4 i Ap. 4.1.5).
qsp: quantitat suficient per.
REVs: liposomes (vesícules) obtingudes per evaporado en fase reversa (Ap. 3.2.2.2).
SAC: Sacarosa.
SPC: fosfatidilcolina de soja.
SS: sumaíori de quadrats.
TLC: cromatografia en capa prima.
UAB: Universitat Autónoma de Barcelona.
USP XX: XXa Farmacopea deis Estats Uniís d'América.
UV-Vis: ultraviolat-visible.
VLD: velocimetria de láser Doppler.
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ANNEXE B / Formules i dades físico-químiques

ANTRACE:
Fórmula:

Massa molecular:
Solubilitat en aigua:

178,2 Da
2,24-10'7 mg/mL

ANTRALINA: Veure ditranol.

BUTIRAT-PROPIONATD'HIDROCORTISONA:
Fórmula:

Massa molecular:
Punt de fusió:
Solubilitat en aigua:

CUjOOCCjIl,
ti c ¿O

488,6 Da
117-124°C
1,19-10'2 mg/mL

CORTICOSTERONA:
Fórmula:

Massa molecular:

c=o

346,5 Da

DANTRONA:
Fórmula:

Massa molecular:
Punt de fusió:
Solubilitat en aigua:

240,2 Da
193-197°C
1,56-10'3 mg/mL

DESOXICORTICOSTERONA:

Fórmula:

Massa molecular:

c«»o

330,5 Da
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DITRANOL (antralina):
Fórmula:

Massa molecular:

Punt de fusió:
Solubilitat en aigua:

OH O OH

226,2 Da
176-181°C
1-10-4-2-10-4mg/mL

FENANTRÉ:
Fórmula:

Massa molecular:
Solubilitat en aigua:

178,2 Da
1,4-10-7mg/mL

FOSFATIDILCOLINA D'OU (lecitina):
Massa molecular (mitjana):
Densitat de les bicapes:

índex de refractó:

Liposomes grans:
Ampiada de la bicapa:

Área del cap polar (La):

Forma:

-750 Da
1,0135g/ml_
1,056g/mL
1,42
1,6
1,497

4,57 nm
3,51 nm
3,45 nm
0,725 nm2

0,720 nm2

esférica

esférica
només en
aigua pura

(NewR.R.C. 1990)
(NewR.R.C. 1990)
(Yoshikawa W. 1983)
(HallettF.R. 1991)
(KolchensS. 1993)
(Yoshikawa W. 1983)

(Cornell B.A. 1980)
(Pidgeon Ch. i McNeely S. 1987)
(Tañara Y. i Fujiyoshi Y. 1994)
(Cornell B.A. 1980)
(Rotenberg M. 1991)
(Cevc G. 1995; Lasic D.D. 1993;
Ostrowsky N. 1993)

(Jin R.J., 1999;Mui B.L.S. 1993;
PerkinsW.R. 1993).

HIDROCOTISONA (cortisol):

Fórmula:

Massa molecular:
Punt de fusió:

Solubilitat en aigua:

362,5 Da

212-213°C

0,3-0,4 mg/mL
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17a-H!DROXI-11 -DESOXICORTICOSTERON A: f *°"
,-. . .. - c-o
Formula:

Massa molecular: 346,5 Da

LECITINA: Veure fosfatidilcolina d'ou.

POLIVINILPIRROLiDONA:

Fórmula:
•CII —Cl!

PRESSIÓ: 1 bar = 14,5 PSI = 10x10" Pa = 0,9869 Atm

PROGESTERONA:
Fórmula:

Massa molecular: 314,5 Da
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